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Resumen  
Se estudió la cinética de hidrólisis enzimática del almidón de banano a glucosa. Se realizó 
un análisis DSC para conocer la temperatura de gelatinización de este almidón; a partir de 
estos resultados se evaluó del cambio estructural y composicional del material amiláceo y 
el proceso de pretratamiento térmico, resultando un tiempo de 15min y una temperatura 
de 121°C como una combinación para esta etapa previa a la digestión del material 
amiláceo mediante enzimas.  
Para la optimización del proceso de hidrólisis enzimática se utilizó un enfoque estadístico 
y fisicoquímico consistente en un diseño factorial exploratorio inicial, un diseño central 
compuesto y un análisis de superficie de respuesta. Como enzima amiloglucosidasa 
(AMG) se uso Optidex L400 y como pululanasa Optimax L1000 de Genencor. Las mejores 
condiciones para estas enzimas fueron temperatura de 58.9°C, pH 4.37, dosis de Optidex 
L400 0.47L/gr almidón y dosis de Optimax L1000 0,40L/gr almidón. Para la 
caracterización de las enzimas, se utilizó la técnica de electroforesis y cromatografía 
líquida para proteínas ó FPLC para la separación y purificación de las enzimas 
comerciales. En la enzima AMG (Optidex L400) se encontraron dos proteínas de 66kDa y 
100kDa respectivamente. En la enzima pululanasa (Optimax L1000) se encontró solo una 
proteína de 90kDa.  
Se utilizó la técnica de HPLC para estudiar la cinética y modelar la degradación del 
almidón por las amilasas en glucosa, maltosa, maltotriosa y dextrinas. Específicamente se 
utilizó la AMG de mayor tamaño molecular, pues posee mayor actividad sobre el almidón 
de banano gelatinizado y la pululanasa sin necesidad de ser purificada, con respecto a la 
cinética de degradación utilizando el modelo cinético de Michaelis-Menten. Se ajustaron 
los puntos experimentales a los del modelo para determinar, por medio de una 
optimización, las constantes cinéticas del modelo. El modelo sigue la degradación de 
oligómeros a glucosa teniendo como intermediarios la maltosa, maltotriosa y dextrinas, 
siendo este último la fuente principal de producción del sacárido. El modelo representa 
correctamente la fenomenología de la cinética de los compuestos. 
Palabras Claves: fruto del banano, hidrólisis enzimática, modelamiento matemático, 
almidón  
 
Abstract 
The kinetics of enzymatic hydrolysis of banana starch to glucose was studied. A DSC 
analysis was performed to determine the starch gelatinization temperature; from these 
results the structural and compositional change of the starchy material was assessed by a 
thermal treatment process, resulting in a time of 15min and a temperature of 121°C as a 
combination for this stage prior to the digestion of starchy material by enzymes.  
II 
 
To optimize the enzymatic hydrolysis process a statistical and a physicochemical 
approach was used, consisting of an initial exploratory factorial design and a central 
composite design with response surface analysis. As amyloglucosidase the enzyme 
Optidex L400 was used and as pullulanase the enzyme Optimax L1000 was used, both of 
them from Genencor. The best conditions for these enzymes were a temperature of 
58.9°C, pH 4.37, dose of Optidex L400 0.47 L/gr starch and dose of Optimax L1000 0.40 
L/g starch. For the characterization of enzymes, we used the electrophoresis technique 
and fast protein liquid chromatography or FPLC for separation and purification of the 
commercial enzymes. The enzyme AMG (Optidex L400) had two proteins of 66kDa 
and100kDa respectively. The enzyme pullulanase (Optimax L1000) had only a 90kDa 
protein.  
We used the HPLC technique to model and study the kinetics of starch degradation by 
amylases into glucose, maltose, maltotriose and dextrins. Specifically, we used the larger 
molecular AMG, since it has greater activity on gelatinized banana starch and the 
pullulanase without being purified with respect to the kinetics of degradation following a 
Michaelis-Menten kinetics model. Experimental and modeled points were adjusted by 
optimization in order to determine the model kinetic constants. The model follows the 
degradation of oligomers to glucose, with maltose, maltotriose and dextrins as 
intermediaries; the last one being the most important source of the sacharide. The model 
represents correctly the phenomenology of the kinetic of products. 
Keywords: banana fruit, enzymatic hydrolysis, mathematical modeling, starch 
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1. INTRODUCCIÓN  
Los biocombustibles se están convirtiendo en una alternativa viable desde el punto de 
vista económico y ambiental. Es por esto que nace la necesidad de desarrollar proyectos 
que contribuyan con el progreso de éstos en una región que posee tantos recursos 
naturales disponibles como la nuestra. Un paso en la dirección correcta para sobreponer 
los problemas medioambientales sería remplazar los combustibles fósiles con 
biocombustibles. El bioetanol sería un buen sustituto de combustibles fósiles ya que 
reduce considerablemente la liberación de dióxido de carbono a la atmósfera debido a su 
origen renovable [1-3] 
América Latina y las Islas del Caribe suministran más del 90% de las exportaciones 
mundiales de banano, Musa Paradisiaca  (más de 16 millones TM), siendo los principales 
países exportadores Ecuador, Costa Rica, Filipinas y Colombia, representando el 60% de 
las exportaciones mundiales [4]. Etimológicamente la palabra Plátano hace referencia a la 
planta herbácea de género Musa. En Colombia llamamos Plátano el fruto de esta planta, 
llamados también Banano o Banana, fruto perteneciente a la familia de los plátanos pero, 
con diferencias relativas de tamaño, color y sabor.  
Una quinta parte de todos los bananos cosechados son rechazados, y generalmente su 
disposición se realiza de manera inadecuada, en los ríos. Un uso industrial exitoso de los 
bananos de rechazo aliviaría el problema de disposición, ofreciendo empleo y retorno 
financiero en las zonas afectadas [5]. El fruto de banano tiene potencial energético para la 
producción de etanol debido a su contenido de almidón. La pulpa del fruto de banano 
verde contiene entre 70-80% (peso seco) de almidón, comparable con el trigo, maíz y 
papa, utilizados para la producción de bioetanol. 
Para la producción de etanol a partir de almidón, este puede ser hidrolizado en unidades 
de glucosa mediante enzimas antes del proceso de fermentación alcohólica. Usualmente 
la hidrólisis enzimática es realizada mediante procesos secuenciales: gelatinización del 
almidón, licuefacción y sacarificación. Estas dos últimas mediante el uso de dos enzimas, 
-amilasas y amiloglucosidasas (AMG). Cuando el almidón se encuentra en su forma 
granular estas enzimas son ineficientes  actuando solamente sobre el almidón 
gelatinizado [5, 6]. Los principales productos después del proceso de licuefacción por la -
amilasa (Bacillus Licheniformis), son oligosacáridos con grado de polimerización (GP) 
menor a 7, entre ellos, la maltosa, maltotriosa y dextrinas como los mayores productos de 
degradación [6-8]. Consecutivamente, la sacarificación por AMG tiene como principal 
producto la glucosa.  
La degradación de polisacáridos en unidades de glucosa por vía enzimática puede ser 
representada mediante modelos matemáticos que permiten predecir el comportamiento 
de la reacción. El modelamiento y la simulación de procesos han sido herramientas 
invaluables en el diseño, control y optimización de los procesos químicos y/o 
biotecnológicos, siendo especialmente importante la simulación de procesos con base en 
modelos fenomenológicos [9, 10]. Los Modelos Semifísicos de base fenomenológica, 
MSBF  se obtienen con base en la fenomenología subyacente al proceso que se estudia; 
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fenomenología basada en balances de materia, energía (térmica) y cantidad de 
movimiento, con los cuales se pueden obtener y relacionar las variables más significativas 
del proceso. La mayoría de los MSBF utilizan relaciones constitutivas (es decir, 
ecuaciones algebraicas que se formulan a partir del conocimiento del diseño, el control, la 
termodinámica fundamental e incluso datos de operación) [10]. 
El objetivo de este trabajo incluye la selección de condiciones para el pretratamiento 
térmico (gelatinización) y la optimización del proceso de hidrólisis enzimática de almidón 
de banano utilizando enzimas comerciales, ya que presenta un rol importante en la mejora 
de la conversión eficiente de almidón a glucosa. Por lo tanto, con este fin se realiza un 
diseño factorial exploratorio y un diseño central compuesto con metodología de superficie 
de respuesta. Estas herramientas estadísticas para la optimización de procesos fueron 
reportadas como exitosas para algunos tipos de procesos de degradación  enzimática  ya 
que estas se ajustan muy bien al estudio de los principales efectos e interacciones de las 
variables de estudio [11, 12]. La optimización del proceso de hidrólisis enzimática del 
material amiláceo tuvo como principales variables la temperatura, la dosis de enzimas y 
pH, manteniendo la producción de azúcares reductores como variable de respuesta 
(dependiente).  
Para el modelado del proceso de hidrólisis enzimática,  se requirió de la purificación y 
cuantificación de las enzimas para la determinación adecuada de los parámetros 
cinéticos. Se presenta entonces un modelo matemático para el proceso simultáneo de 
licuefacción y sacarificación basado en un esquema de reacción que representa la 
producción de azúcares mediante la actividad individual de cada enzima sobre el almidón 
gelatinizado. 
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2. OBJETIVOS 
Objetivo General 
Generar un modelo para la hidrólisis enzimática que permita representar 
matemáticamente el rompimiento de enlaces glucosídicos presentes en el almidón 
gelatinizado del fruto de banano. 
Objetivos Específicos 
 Caracterizar y cuantificar la composición y la estructura del material amiláceo. 
 Seleccionar entre los pretratamientos planteados, el método que presente mayor 
conversión de azúcares con el fin de obtener un material con las características 
necesarias para una eficiente acción enzimática.  
 Determinar las condiciones óptimas de hidrólisis enzimática para las enzimas 
seleccionadas, utilizando un diseño experimental factorial y caracterizando una 
superficie de respuesta.  
 Describir la cinética y determinar el rendimiento del proceso de hidrólisis 
enzimática a las condiciones óptimas encontradas.  
 Construir un modelo que represente la cinética de hidrólisis enzimática de enlaces 
glucosídicos presentes en el almidón gelatinizado del fruto del banano. 
 Validar el modelo matemático comparando los resultados de producción de 
azúcares obtenidos mediante la simulación en Matlab y los datos experimentales 
obtenidos. 
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3. ESTADO DEL ARTE 
En Colombia aparece la producción de alcohol carburante como una alternativa de 
mejoramiento de la calidad del aire de las principales ciudades del país y, además, como 
una solución parcial a los problemas de insuficiencia petrolera. Se le llama bioetanol de 
segunda generación al etanol obtenido a partir de biomasa. Esto quiere decir material de 
origen biológico que contiene azúcares, pero es clasificado como desecho. 
Antioquia cuenta con 850.000 t/año de banano excedente en la región de Urabá [13] parte 
de los cuales generan contaminación después de la cosecha y pueden ser aprovechados 
mediante procesos biotecnológicos como materia prima disponible para la producción de 
jarabe azucarado y su posterior fermentación hasta obtener alcohol. La obtención de 
etanol de segunda generación presenta un gran desafío en la mejora de su competitividad 
a largo plazo con relación a los costos del proceso, lo cual hace necesario la búsqueda de 
materias primas de bajo costo y el empleo de procesos que incrementen la eficiencia de 
conversión de la biomasa a azúcares fermentables. La optimización de procesos entra 
como una herramienta útil cuando se quiere lograr altas conversiones en estos procesos. 
Para la producción de etanol a partir de material amiláceo, es necesario realizar 
pretratamientos que faciliten la conversión de los polisacáridos de la materia prima a 
monómeros de azúcares para el proceso de fermentación. Estos tratamientos sobre la 
biomasa son el objeto de estudio de esta investigación. La partición de polisacáridos en 
carbohidratos de menor tamaño se denomina hidrólisis y se realizó este proceso por vía 
enzimática para material amiláceo del fruto de la planta del banano. 
3.1 Almidón 
Generalidades 
El principal carbohidrato de reserva sintetizado por las plantas es el almidón, llegando a 
constituir una fuente esencial de energía para todos los organismos vivientes, 
especialmente el hombre. [14]. Los almidones representan un componente importante en 
un largo número de productos agroindustriales como el cereal (maíz, arroz, trigo) cuyo 
contenido de polisacáridos varía de 30 a 80%; legumbres (frijol, guisantes, haba) con 25–
50%; tubérculos (papa, tapioca) con 60–90%, como también algunas frutas tropicales 
como el banano, cuyo contenido en base seca cuando está verde puede llegar a ser de 
70% [15-17]. Químicamente, el almidón está integrado por dos polímeros de diferente 
estructura: la amilosa y la amilopectina. Ambas son moléculas de alto peso molecular 
organizadas en gránulos semicristalinos (1-100m) y que influyen de manera 
determinante en las propiedades sensoriales y reologicas del almidón, principalmente en 
su capacidad de hidratación y gelatinización [5].  
En la amilosa las unidades de D-glucosa se presentan como anillos de piranos unidos en 
-1,4, la unidad de disacárido que se repite es la maltosa. Ver Figura1.  Es un polímero de 
cadena lineal o recta. El peso molecular de la amilosa varía según su clase botánica, el 
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cuidado puesto en su aislamiento y el método utilizado. La amilopectina, con mayor peso 
molecular, es un polímero de unidades de D-glucosa de cadenas ramificadas de longitud 
mediana (24 a 30 unidades por ramificación) con enlaces glucosídicos en la cadena 
principal del tipo -1,4 y con enlaces en los puntos de ramificación del tipo -1,6 formando 
de esta manera una estructura ramificada [18,19] (ver Figura 2). 
 
Figura 1. Molécula de amilosa 
Gelatinización  
Los gránulos de almidón son prácticamente insolubles en agua fría, pero a medida que se 
incrementa la temperatura cuando estos se encuentran en una solución acuosa, se 
retiene agua y el gránulo empieza a hincharse aumentando de volumen. Cuando se 
alcanza una determinada temperatura, el gránulo alcanza su volumen máximo, si se 
administra más calor, el gránulo hinchado incapacitado para retener el líquido se rompe 
parcialmente, así la amilosa y la amilopectina se dispersan en el seno de la disolución. La 
gelatinización transforma los gránulos de almidón insolubles en una solución de las 
moléculas constituyentes en forma individual. 
 
Figura 2.Molécula de amilopectina 
A medida que aumenta el volumen de los gránulos, aumenta la viscosidad de la 
dispersión acuosa. Cuando los gránulos se rompen, la viscosidad se reduce hasta un 
valor estable en el que se produce un gel cuyas características físicas y químicas son 
diferentes en cada almidón. La temperatura de gelatinización es aquella en la cual se 
alcanza el máximo de viscosidad y se pierden la birrefringencia (índice de refracción de 
los gránulos) y el patrón de difracción de rayos X. Esta temperatura es realmente un 
intervalo, porque así los gránulos provengan de la misma fuente botánica, tienen diferente 
composición y organización, lo que origina que unos sean más resistentes que otros [20, 
21].  
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Almidón de Banano 
El banano pertenece al orden Zingiberales, familia Musaceae y género Musa. Las 
especies más destacadas son: la Musa acuminata que ha dado origen a las variedades 
comerciales, Musa balbisiana y Musa acuminata diploide [22]. La palabra banano es un 
término general que involucra un número de especies o híbridos en el género Musa, tanto 
híbridos obtenidos horticulturalmente a partir de las especies silvestres del género Musa 
acuminata y Musa balbisiana como cultivares genéticamente puros de estas especies. 
Convencionalmente, las contribuciones haploides de las especies respectivas a los 
cultivares se denotan con las letras A y B. El grupo Cavendish de los cultivares de banano 
(M. cavendishii), es el más utilizado en exportación (grupo AAA) [5]. 
Tabla 1. Propiedades a diferentes etapas de maduración, adaptado de [25]. 
Etapa Color cascara Almidón 
(%) 
Tamaño del 
gránulo (μm)* 
Azúcares 
Reductores (%) 
Sacarosa 
(%) 
Temp. de 
gelatinización (°C) 
1 Verde 61.7 6-60 0.2 1.2 74-81 
2 Verde 58.6 9-66 1.3 6.0 75-80 
3 Verde/traza de 
amarillo 
42.4 18-60 10.8 18.4 77-81 
4 Mas verde que 
amarillo 
39.8 18-60 11.5 21.4 75-78 
5 Mas amarillo 
que verde 
37.6 18-75 12.4 27.9 76-81 
6 Amarillo con 
puntas verdes 
9.7 20-60 15.0 53.1 76-80 
7 Amarillo 6.3 18-60 31.2 51.9 76-83 
8 Amarillo/pocos 
puntos marrón 
3.3 15-61 33.8 52.0 79-83 
9 Amarillo/muchos 
puntos marrón 
2.6 -- 33.6 53.2 -- 
*Tomado de [ 26] 
La composición del banano cambia dramáticamente durante su maduración. Von 
Loesecke [23] clasificó la maduración del banano en 8 etapas de acuerdo a su color de 
cáscara. El almidón es el principal componente del banano, el cual tiene cambios 
importantes durante su maduración. El promedio del contenido de almidón cae de 70 a 
80% durante el periodo de pre-climaterio a menos de 1% al final del periodo de climaterio, 
mientras que azúcares, principalmente sacarosa, acumula más de un 10% en el peso en 
base seca de la fruta. Los contenidos de azúcares solubles totales pueden alcanzar 16% 
o más en el peso en base seca de la fruta (80% en el contenido de humedad), indicando 
altas conversiones [24]. En esta hidrólisis del almidón participan principalmente las 
amilasas, pero probablemente estas no están relacionadas a la síntesis de sacarosa [5]. 
De acuerdo con Velásquez et al [17] la pulpa de banano (Grupo AAA ‘Cavendish’)  
proveniente de la zona de Urabá antioqueño posee un contenido de 74.61.1% de 
humedad y un contenido en base seca de almidón del 53.21.1%. Con respecto al 
contenido de amilosa en el almidón banano, reportes indican que se encuentra entre 15-
40%. Para banano del grupo Cavendish, Kayisu [27] reportó un contenido de 16% en 
amilosa y Ling [28] un contenido de 19.5%. Para el almidón de banano del grupo Valery, 
Garcia [29] reportó un contenido de 17% y Waliszewski [30] de 40.7% para la amilosa. Por 
otro lado almidones de cereal, típicamente tienen contenidos de amilosa en un rango de 
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20–25%.  El contenido de amilopectina reportado se encuentra con relación a las cadenas 
ramificadas de este polímero con respecto a la amilosa. Las ramificaciones características 
presentadas en la amilopectina de los almidones del banano tienen poblaciones de 
cadenas en una relación molar de 1:6 con respecto a la amilosa [27]. 
Gelatinización en Almidón de Banano 
El almidón, cuando se calienta en exceso de agua entra en una fase de transición de 
cambio de orden en su estructura llamada gelatinización. Este cambio de fase está 
asociado con la difusión de agua dentro del gránulo, hidratación e hinchazón radial del 
gránulo, pérdida de birrefringencia entre otras [20]. La temperatura de gelatinización 
reportada para almidones de banano del grupo Valery se encuentra entre 67–70°C [30, 
31]. Para almidones del grupo Cavendish fue reportado el rango de 70.1–74.6 °C [28]. 
Para almidones de banano del grupo Macho y Criollo, las temperaturas de gelatinización 
de 77 y 74°C han sido reportadas respectivamente [32, 33]. 
3.2 Hidrólisis de Almidón 
La hidrólisis industrial del almidón comprende 3 etapas sucesivas:  
 Gelatinización: Cuando el almidón es calentado en agua en exceso, este cae en 
una fase de transición; esta fase está asociada con una difusión de agua dentro 
del gránulo y posterior región amorfa, hidratación e hinchazón radial, pérdida de 
birrefringencia, pérdida del orden de región cristalina y lixiviación de la amilosa y 
amilopectina. 
 La licuefacción o dextrinización: es el proceso mediante el cual a partir de un 
almidón gelatinizado se obtiene una rápida disminución de la viscosidad en virtud 
de una hidrólisis parcial. En esta etapa se producen polisacáridos de longitud 
intermedia (maltodextrinas con 5 a 10 unidades de glucosa) y pequeñas 
cantidades de polisacáridos de alto peso molecular, como también algunos de bajo 
peso molecular (glucosa, maltosa entre otros). 
 Sacarificación: a partir de las maltodextrinas de la etapa anterior se completa la 
hidrólisis total del almidón a glucosa. En la digestibilidad de almidones como 
materia prima, muchos factores como el tamaño de particular, relación de 
amilosa:amilopectina, extensión de la asociación molecular entre los componentes 
del almidón, grado de cristalinidad, longitud de la cadena de amilosa y presencia 
de complejos lípidos-amilosa, juegan un papel importante en la degradación 
hidrolítica [34]. 
La catálisis enzimática sólamente afecta el almidón gelatinizado. El almidón del banano 
parece ser muy resistente a la hidrólisis de enzimas [35-37]. Observaciones 
microscópicas revelan que los gránulos del banano están formados por una forma 
irregular con superficies lisas. Esta densa y lisa superficie en los almidones nativos del 
banano podrían ser parcialmente los responsables de esta resistencia. Mediante estudios 
de SEM, Gallant et al [38] demostró que el gránulo de almidón tiene una capa delgada de 
bloques que impide la acción de la enzima y reduce la velocidad de hidrólisis. Además de 
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esto, los gránulos de almidón podrían estar atrapados en una pared celular residual, y 
protegerlos de los ataques enzimáticos [5]. De esta forma, se puede concluir que tanto la 
resistencia por forma y encapsulado de los gránulos de almidón pueden ser los 
responsables de la baja digestibilidad y resistencia al ataque enzimático, requiriendo ser 
gelatinizados para poder ser degradados por enzimas. Los principales almidones 
comerciales, como el almidón de maíz, son hidrolizados por enzimas (amilasas) las cuales 
acceden al interior del gránulo por medio de canales. Los almidones que no contienen 
poros, tales como los de la papa y ñame, sufren una erosión de la superficie del gránulo. 
Los almidones del banano se encuentran en esta última categoría [5]. 
Enzimas 
El proceso de conversión de almidón gelatinizado a un jarabe glucosado generalmente 
está representado en 2 etapas: licuefacción y sacarificación. La licuefacción se presenta 
cuando se emplea la enzima -amilasa (durante o después de gelatinizar el almidón), 
cortando las cadenas de los polímeros amilosa y amilopectina en cadenas de tamaño 
regular, dando como resultado dextrinas, maltosa, maltotriosa y maltopentosa. Para la 
producción de glucosa, se requiere de una segunda etapa consecutiva a la licuefacción 
denominada sacarificación, adicionando la enzima amiloglucosidasa (AMG) dando como 
principal producto la glucosa. 
Alfamilasa 
La -amilasa, también conocida como -1,4glucanohidrolasa; EC 3.2.1.1 es una 
glucanasa endoactiva que catalizan la hidrólisis al azar de los enlaces -(1,4) glicosídicos 
de la región central de las cadenas de amilosa y amilopectina excepto en las 
proximidades de los puntos de ramificación [39]. Suckling  et al [40] reportó que la 
velocidad de hidrólisis es más lenta en los enlaces cercanos a los puntos de ramificación. 
La hidrólisis de la amilopectina por esta enzima produce glucosa, maltosa y una serie de 
dextrinas que contienen enlaces ramificados conformados por 4 o más residuos de 
moléculas de glucosa que presentan enlaces -1,6 provenientes de las uniones 
glucosidicas de la estructura original. Los productos obtenidos en mayor concentración 
son maltosa, maltotriosa y maltopentosa, hidrolizando completamente la maltohexosa 
[41]. El peso molecular reportado para las -amilasas provenientes de Bacillus 
Licheniformis se encuentra alrededor de  los 60kDa [41-44]. 
Pululanasa 
También conocida como pulalan – 6 –glucanohidrolasa, EC: 3.2.1.41 hidroliza los enlaces 
glucosídicos -1,6 en el pululan y tiene como producto principal la maltotriosa y maltosa e 
hidroliza el almidón para dar como producto principal maltosa [45]. Esta es usada como 
enzima complementaria para la hidrólisis de amilopectina junto con la -amilasa. Existen 
dos tipos de pululanasas. La pululanasa de tipo I únicamente hidroliza los enlaces -1,6 
del pululan [46] y la pululanasa de tipo II que hidrolizan los enlaces -1,6 en el pululan 
como también los enlaces -1,4 de otros polisacáridos. Las pululanasas tienen un peso 
molecular que fluctúa entre 70 y 110kDa [45-47].  
Amiloglucosidasa AMG 
Conocida como glucoamilasa o amiloglucosidasa EC: 3.2.1.3 es empleada en la 
producción de jarabes glucosados, ya que tiene la capacidad de hidrolizar los enlaces -
1,4 de extremos no reductores de polisacáridos para la formación de glucosa. Esta 
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enzima también posee la capacidad de hidrolizar enlaces -1,6 a más baja velocidad, 
pudiéndose completar la hidrólisis de almidón con la combinación de las tres enzimas -
amilasa, pululanasa y AMG  de manera completa. El peso molecular de la AMG puede 
variar dependiendo de su fuente. Existen dos tipos de AMG, tipo I y II. Las AMG tipo II 
tienden a tener un peso molecular mayor a los 100kDa. Las AMG tipo 1 poseen pesos 
moleculares cercanos a 60kDa [48]. El peso molecular de las AMG fúngicas también 
depende de la fuente. Para AMG formadas a partir de Aspergillus niger, su peso 
molecular se encuentra entre 60 y 70kDa [8,49-51]. 
Purificación de enzimas 
En general, las enzimas comerciales se encuentran formando parte un complejo de 
mezclas de actividades, formando parte de agregados moleculares, proteínas inertes, 
ácidos nucleicos, polisacáridos o lípidos. Para estudiar una en particular, es necesario un 
proceso de purificación. Por muchos años, enzimas a partir de Aspergillus niger y Bacillus 
Licheniformis han sido sujetas a estudio con el fin de entender sus propiedades, procesos 
de síntesis, secreción y producción. Sus propiedades catalíticas específicas han sido 
deducidas a través de la purificación y separación mediante técnicas de cromatografía 
liquida de proteínas y caracterizadas con electroforesis. La siguiente tabla resume la 
metodología y el organismo usado en la purificación para cada enzima: 
Tabla 2. Condiciones para purificación de enzimas y organismo utilizado. 
-Amilasa 
Buffer MW(kDa) pH Columna Organismo Referencia 
(50mM Tris) y (50mM 
Tris, 2M NaCl) 
62 8 Q-Sepharose E. coli [52], [53] 
0.01 M fosfato de sodio 28 6.4 Carboximetil 
celulosa 
B. licheniformis [54] 
0.025 M Tris-HCl 58 7.3 Sephadex G-100 B. licheniformis [42] 
30 mM fosfato de sodio 
– NaCl 
-- 6 -- B. licheniformis [55] 
20mM fosfato 58 6.8 Starch-Sepharose B. licheniformis [43] 
Pululanasa 
Buffer MW(kDa) pH Columna Organismo Referencia 
fostato, 50 mM. 106 6 DEAE-Cellulose Bacillus sp. [46] 
0.01 M fosfato - 0.1 M 
NaCl. 
92 8 Sephadex G-200 Bacillus sp [47] 
50mM Tris-HCl 120 8 DEAE - MonoQ Bacillus sp [48] 
NaCl 0.5 M 81.1 8.1 Hiload Q-Sepharose Bacillus 
subtilis  
[56] 
AMG – Amiloglucosidasa 
Buffer MW(kDa) pH Columna Organismo Referencia 
0.02 M Acetato de sodio 63 4.5 CM-BIO-GEL A A.niger [8] 
citrato/fosfato 63-57 6 acrylamide A.niger [50] 
20 mM Acetato de sodio - 0.3–
0.5 M de NaC 
77 4.5 Q-Sepharose A.niger [51] 
100 mM Acetato de sodio -- 6 Filtron tangential 
ultrafiltration 
A.niger [57] 
Acetato de sodio -- 4.5 Sephadex G-25 A.niger [58] 
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3.3 Modelamiento de la Hidrólisis Enzimática 
Un modelo se puede definir como una representación más o menos aproximada de un 
sistema de proceso [59], bien sea de tipo material (como las "maquetas") o intangible 
como matemático. El modelado matemático se ha constituido en una poderosa 
herramienta del ingeniero para el estudio de los procesos, ya que permite convertir 
problemas reales a un lenguaje matemático y, de esta manera, interpretarlos. Muchos de 
los modelos matemáticos se construyen mediante experimentación y observación, y luego 
usan los datos experimentales; éstos son los llamados modelos empíricos o caja negra 
[60]. Las suposiciones que se efectúan cuando se establece el modelo están 
determinadas por las bases fundamentales de la descripción matemática del proceso, la 
cual, a su vez, determina las relaciones matemáticas entre las variables del modelo, las 
ecuaciones, las constantes o los parámetros en ecuaciones diferenciales, algebraicas u 
ordinarias [61]. 
Brandam et al [6] y Verlinden [62] presentaron un modelo con una constante cinética de 
primer orden para la dinámica de gelatinización del almidón, con una constante de 
velocidad expresada por la ley de Arrhenius con energías de activación, basadas en la 
temperatura del agua y el punto de gelatinización de la fuente. La ecuación que 
representa este proceso viene dada por la expresión: 
            (1) 
          
  
  
    (2) 
Donde    representa la velocidad de reacción para la gelatinización de almidón,      
concentración de almidón no gelatinizado,    el factor pre-exponencial,    energía de 
activación para la gelatinización de gránulos de almidón, R la constante de gases ideales 
(8.31 J/mol K) y T como temperatura. Los valores de la pendiente de los datos 
experimentales de        vs temperatura, darían indicio del valor de la energía de 
activación    y el factor pre-exponencial   . 
Para la hidrólisis enzimática de almidón, varios autores han presentado modelos 
determinísticos utilizando la acción de la -amilasa y glucoamilasa representada por 
Michaelis-Menten para describir la acción de las enzimas sobre el sustrato [7, 63-67]. En 
estos modelos, la acción de la -amilasa tiene como producto principal la formación de 
oligosacáridos hasta un Grado de Polimerizacion (GP) GP7 sin incluir la formación de 
dextrinas ramificadas. Por otro lado la acción de la glucoamilasa únicamente tiene como 
producto la glucosa. 
Lee et al [7] y Akerberg et al [64] consideraron que la licuefacción por la -amilasa tiene 
como productos principales oligosacáridos de GP7 siendo la maltosa, maltotriosa y 
maltopentosa los compuestos mayoritarios. La consecuente acción de la AMG en la 
sacarificación tiene como producto la glucosa. Los parámetros cinéticos de Michaelis-
Menten (Km) y las actividades cinéticas de los oligosacáridos fueron obtenidos por 
“subsite mapping theory” o teoría de subsitios activos, donde la expresión para la 
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velocidad de reacción para la liberación de unidades de glucosa a partir de oligosacáridos 
es: 
   
 
  
  
        
      
 
  
     
                  (3) 
Donde    representa la constante de inhibición por glucosa,    es la concentración del n-
oligosacárido y     la constante de Michaelis-Menten para el n-oligosacárido. 
Wojciechowski et al [68] presentó un modelo estocástico mediante un algoritmo de 
programación que simula la hidrólisis de almidón mediante enzimas amilolíticas. Este tuvo 
como base el método de Monte Carlo y un modelo iterativo cinético para las reacciones 
multi-enzimáticas con múltiples substratos. 
 
Figura 3. Esquema de reacción, Brandam et al [6]. 
El esquema de reacción de la Figura 3 presentado por Brandam et al [6],  propone un 
modelo cinético para representar el proceso de degradación del almidón con enzimas 
durante su modificación térmica para la producción de cerveza. Se determinó el rol 
específico de cada enzima que permitió sugerir un nuevo esquema de reacción para la 
hidrólisis de almidón. Este modelo, permite predecir el progreso de la actividad enzimática 
 y -amilasa y la concentración de carbohidratos fermentables para tres diferentes tipos 
de malta. Se encontró que la producción de carbohidratos se  debe al resultado de dos 
reacciones simultaneas: una degradación rápida del almidón gelatinizado a azúcares 
fermentables y dextrinas por la acción de la -amilasa, catalizando el rompimiento de los 
enlaces -1,4 de la amilosa y la amilopectina, y una degradación más lenta de las 
dextrinas producidas en azúcares fermentables. 
 
Cinética de Michaelis-Menten 
 
La cinética de Michaelis-Menten representa la velocidad de reacción de reacciones 
enzimáticas. Este modelo es válido cuando la concentración del sustrato es mayor que la 
de enzima y para cuando la concentración  del complejo enzima-sustrato es constante 
(estado estacionario). Para determinar la velocidad máxima (Vmax) de una reacción 
enzimática, la concentración de sustrato [S] se aumenta con el fin de saturar los sitios 
activos de la enzima y así alcanzar una velocidad constante de formación de producto. 
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Yankov et al [69] determinó las condiciones optimas de una -amilasa termoestable, 
determinando las constantes cinéticas de Michaelis-Menten en términos de la 
concentración del sustrato y la dextrosa equivalente como producto. Se encontró que la 
actividad enzimática es inhibida por altas concentraciones de sustrato y producto. Las 
velocidades iniciales se midieron a diferentes concentraciones de sustrato dentro de un 
rango de 66-400 gr/L. Desde el dato inicial de velocidad de reacción para cada 
concentración de sustrato, una línea recta se obtuvo mediante la gráfica de Lineweaver-
Burk. De aquí se obtiene la constante de Michaelis-Menten y la velocidad máxima de 
reacción. 
 
Tabla 3. Efecto desarrollado y cinética de Michaelis-Menten para la hidrólisis de almidón 
Efecto desarrollado Cinética propuesta Enzima Autor 
Expresión cinética para la 
concentración de oligosacáridos 
con grado de polimerización entre 1 
y 7. 
Modelo semi-empírico que 
describe la concentración de 
oligosacáridos. 
Exo--amilasa Paolucci – 
Jeanjean et 
al. (2000) 
Cinética para la producción de 
glucosa a partir de oligosacáridos 
con GP7. 
Modelo de Michaelis-Menten 
modificado 
-amilasa y 
amiloglucosidasa 
Lee et al. 
(1992) 
Sacarificación de trigo a 
Maltoheptosa como oligosacárido 
de mayor unidad, a glucosa por la 
AMG. 
Modelo basado en la cinética 
de Michaelis–Menten 
considerando hidrólisis por 
ambas enzimas, con 
dependencia de pH. 
-amilasa y 
amiloglucosidasa 
caracterizadas por  
HPAEC 
Akerberg et 
al. (2000) 
Hidrólisis de varias fuentes de 
almidón, usando resonancia 
magnética nuclear 
Modelo basado en la cinética 
de Michaelis–Menten para 
oligosacáridos de hasta 7 
unidades de glucosa. 
-amilasa y 
amiloglucosidasa. 
Dona et al. 
(2011) 
Para una larga variedad de 
carbohidratos, únicamente 
requiriendo un experimento simple 
para cada determinación de Km. 
Modelo basado en la cinética 
de Michaelis–Menten 
Utilizando el método 
de Ceralpha para la 
actividad de la -
amilasa. 
Baks et al. 
(2006) 
 
3.4 Estadística para la Investigación 
Superficie de Respuesta 
La Metodología de Superficies de Respuesta es un conjunto de técnicas matemáticas y 
estadísticas utilizadas para modelar y analizar problemas en los que una variable de 
interés es influenciada por otras. El objetivo es optimizar la variable de interés. Esto se 
logra al determinar las condiciones óptimas de operación del sistema. 
Polinomio de segundo orden: 
El modelo de segundo orden es el siguiente [71]: 
        
 
          
 
     
       
 
           (4) 
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En éste los    son los coeficientes de regresión para los términos de primer orden, los     
son los coeficientes para los términos cuadráticos puros, los     son los coeficientes para 
los términos de producto cruz y   es el término del error aleatorio. Los términos 
cuadráticos puros y los de producto cruz son de segundo orden. Los parámetros del 
modelo se estiman mediante el método de mínimos cuadrados. Una vez que se tienen los 
estimadores se sustituyen en la ecuación y obtenemos el modelo ajustado en el 
vecindario del valor óptimo de la respuesta [71]: 
         
 
          
 
     
       
 
            (5) 
La significancia de los coeficientes estimados y el ajuste del modelo se prueban con el 
estadístico F. Este modelo se utiliza cuando queremos estudiar el comportamiento de la 
variable de respuesta únicamente en la región y cuando no conocemos la forma de la 
superficie.  
 
Prueba de la significancia de los coeficientes estimados en el modelo ajustado 
 
De acuerdo a Montgomery (2001) [71], para estimar los coeficientes se requieren N≥ k+1 
valores de respuesta (Y). El análisis de los datos de las corridas se presenta en una tabla 
de análisis de varianza. La tabla presenta las diferentes fuentes de variación que 
contribuyen a la variación total de los datos. La variación total recibe el nombre de suma 
de cuadrados total SST, se calcula de la siguiente manera [71]: 
 
            
  
      (6) 
donde    es el valor observado en la u-ésima corrida. La suma de cuadrados se compone 
por la suma de cuadrados debido a la regresión y la suma de cuadrados no tomada en 
cuenta por el modelo ajustado. La fórmula de la suma de cuadrados debido a la regresión 
es [71]: 
            
  
       (7) 
La suma de cuadrados residual, que corresponde a la no tomada en cuenta, se calcula de 
la siguiente forma [71]: 
             
  
      (8) 
En la Tabla  4 se observa una tabla de análisis de varianza [71], en ella p representa el 
número de términos del modelo ajustado. 
Tabla 4. Análisis de Varianza 
Fuente Grados de libertad Suma de cuadrados Media de cuadrados 
Regresión p-1 SSR SSR/p-1 
Residuo N-p SSE SSE/N-p 
Total N-1 SST  
 
La prueba de significancia de la ecuación de regresión ajustada tiene la siguiente 
hipótesis nula H0: Todas las    (excluyendo   ) son cero contra la alternativa HA: Al menos 
una de las    (excluyendo   ) es diferente de cero. La prueba supone que el error se 
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comporta normalmente, en ésta se utiliza el estadístico de prueba F, el cual se calcula 
[71]: 
  
         
         
    (9) 
 
Este se compara con una F(p-1, N-p), si F calculada excede este valor la hipótesis nula se 
rechaza con un nivel de confianza de α. Esto significa que la variación explicada por el 
modelo es significativamente mayor que la variación inexplicable. Además de esta prueba 
se puede hacer un análisis del ajuste del modelo con la R2, que es la proporción total de la 
variación de las YuS con respecto a la media que se puede explicar con la ecuación de 
regresión ajustada. Esta se calcula de la siguiente manera [71]: 
 
   
   
   
    (10) 
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4. METODOLOGÍA 
Se caracterizó fruta de banano luego del ser secada y molida en almidón, y se realizó la 
evaluación del cambio estructural y composicional de la materia prima amilácea para 
evaluar el proceso de pretratamiento térmico (gelatinización) como opción previa a la 
digestión del material amiláceo. La Figura 4 resume el proceso utilizado para la 
gelatinización e hidrólisis enzimática. Para la optimización del proceso de hidrólisis 
enzimática se utilizó un enfoque estadístico y fisicoquímico consistente en un diseño 
factorial exploratorio inicial, un diseño central compuesto y un análisis de superficie de 
respuesta seguido de un estudio de la cinética de reacción a las condiciones de operación 
que reportaron los mayores rendimientos. Para el modelamiento, se hizo necesario la 
purificación y separación de las enzimas para luego estudiar la cinética de degradación 
del almidón en oligómeros. Se construyó un modelo según la actividad de cada enzima 
sobre el sustrato, la determinación de parámetros cinéticos  y validación del modelo. 
 
Figura 4. Diagrama de proceso 
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4.1 Métodos de caracterización 
4.1.1 Caracterización de la fruta de banano 
La materia prima empleada fue Musa (Grupo Cavendish) cultivada en la región de Urabá 
en el departamento de Antioquia (Col), en un estado de maduración entre 0 – 2 según 
escala de color que comprende 8 etapas, donde cero es totalmente verde, y 8 maduro [5]. 
El material amiláceo se sometió a un lavado, reducción de tamaño (tamaño promedio: 
5mm), secado (60°C por 3 días) y pulverización con el fin de obtener un polvo de almidón 
de banano. La caracterización del material amiláceo (fruta) se realizó utilizando la técnica 
de Polarimetría durante el análisis bromatológico. 
4.1.2 Caracterización de enzimas comerciales 
Se utilizaron las enzimas OPTIMAX® L-1000 (pululanasa tipo II, ver ficha técnica, Anexo 
2) que cataliza la hidrólisis de enlaces glucosídicos ramificados (1,6-α-D) en la 
amilopectina y dextrina para producir oligosacáridos lineales con cadenas de enlaces 
glucosídicos (1,4-α-D) y OPTIDEX® L-400 (ver ficha técnica, Anexo 3) que cataliza la 
liberación de unidades sucesivas de unidades de glucosa partir de terminales no 
reductoras de dextrinas y cadenas de oligosacáridos mediante la hidrólisis de enlaces 
glucosídicos lineales (1,4-α-D) y ramificados (1,6-α-D).  
Para determinar la concentración de las enzimas comerciales, se uso el reactivo Bradford 
Reagent de Sigma Aldrich, utilizado por Bradford (1976) [73] y concentraciones (0,3 – 0,8 
mg/mL proteína) de Albúmina de Suero Bovino o BSA (por siglas en inglés) como 
estándar. 
Para determinar el peso molecular de las enzimas, se utilizó la electroforesis de proteínas, 
realizada en una celda con un sistema discontinuo XCell SureLockTM de 600mL para la 
cámara de buffer inferior y de 200mL para la cámara de buffer superior. Para este 
propósito se usaron geles en buffer 10x Tris/Glicina NuPAGE®  con una concentración del 
12% Tris/HCl SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 
sódico) durante 50min a 200V y 100mA. La muestra se desnaturalizó usando el buffer 
para muestras NuPAGE® LDS y el agente reductor de NuPAGE®. Luego de la 
electroforesis el gel fue incubado por 12h y teñido con Coomassie Blue (Bio-Rad) a 
temperatura ambiente. Los geles fueron fotografiados con Molecular Imager® Gel Doc™ 
XR System para un mejor contraste y para determinar el peso molecular, se utilizó el 
marcador Precision Plus Protein™ Dual Color Standards #161-0374 (Bio-Rad). 
 
4.2 Pretratamientos  
Las muestras se prepararon mezclando la harina de banano (10gr), agua destilada 
(200mL) y ajustando el pH a 4,3 para luego gelificar esta mezcla liquida  por 20min y 25-
60-75-94-121°C. Las anteriores condiciones se ajustaron mediante pre-ensayos. Con 
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esto, se estudió el cambio estructural del almidón durante el pretratamiento térmico con 
un microscopio óptico (1000X) y la técnica de Calorímetro de Barrido Diferencial, ó DSC 
por sus siglas en ingles, con el fin de obtener un material con las características 
necesarias para una eficiente acción enzimática.  
4.3 Optimización de la hidrólisis enzimática 
4.3.1 Diseño Experimental  
Para la optimización del proceso de hidrólisis enzimática se utilizó un enfoque estadístico 
y fisicoquímico consistente en un diseño factorial exploratorio inicial, un diseño central 
compuesto y un análisis de superficie de respuesta seguido de un estudio de la cinética 
de reacción a las condiciones de operación que reportaron los mayores rendimientos. La 
prueba estadística se aplicó a los valores residuales para determinar si hay alguna 
correlación significante basada en su orden de ocurrencia de acuerdo a los datos. La 
optimización del proceso de hidrólisis enzimática tuvo como principales variables la 
temperatura, la dosis de enzimas y pH, manteniendo la producción de azúcares 
reductores como variable dependiente, para la degradación del almidón. Se utilizaron 10gr 
de harina de banano aforados a 200mL de agua destilada, ajustando los factores al nivel 
de la prueba. 
Tabla 5. Niveles y factores diseño factorial central compuesto de la hidrólisis enzimática. 
Diseño Factorial   Diseño Central Compuesto 
Factor Nivel  Nivel 
Temperatura(ºC) 55 65  58 62 
pH 3.5 5.0  4.0 4.5 
E/S (µl/g) Optidex 0.2 0.6  0.3 0.5 
E/S (µl/g) Óptimax 0.2 0.6  -- * -- * 
*Para el diseño central compuesto el factor E/S Optimax no se evaluó debido a que resultó no 
significativo durante el estudio exploratorio de los factores (ver en el capítulo de resultados) 
4.3.2 Cinética de hidrólisis enzimática 
Se realizaron dos cinéticas bajos las condiciones óptimas encontradas.  
Cinética 1: Las muestras se prepararon mezclando la harina de banano (10gr) y agua 
destilada aforando hasta 200mL y ajustando el pH con el nivel de la prueba luego de ser 
optimizado (pH: 4.35, ver capitulo de resultados) con H2SO4 (0.03%p/p), para luego 
gelificar esta mezcla liquida durante 20min y 121°C. Las anteriores condiciones se 
ajustaron mediante el proceso de optimización. Se mantuvo la esterilidad de la mezcla 
reaccionante en una cabina de flujo laminar y se esperó a que la temperatura alcanzara 
los valores correspondientes al resultado optimo del diseño experimental (Temp: 58.9°C, 
ver capitulo de resultados), momento en que se dosificaron las enzimas ÓPTIMAX® L-
1000 y OPTIDEX® L-400 (3.37µL y 3.96µL respectivamente).  Finalmente la mezcla fue 
llevada a un baño de maría con agitación constante de 200RPM durante un tiempo de 5 
horas a la temperatura propuesta. 
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Cinética 2: Las muestras se prepararon mezclando la harina de banano (12.5gr) y agua 
destilada aforando hasta 250mL y ajustando el pH y la temperatura con el nivel de la 
prueba luego de ser optimizado (pH: 4.35 y Temp=58.9°C, ver capitulo de resultados). Se 
realizó un experimento por triplicado bajo las condiciones optimas del proceso de 
hidrólisis enzimática para describir la cinética del proceso y la productividad del proceso, 
estimada con  respecto a la concentración de glucosa, como: 
              
                  
              
      (11) 
[Glui] = concentración inicial de Glucosa antes de empezar la hidrólisis en g/L. 
[Glut]  = concentración de Glucosa en el tiempo elegido para calcular la productividad en 
g/L 
[Alm]i = concentración de almidón inicial. 
t (h) =  tiempo con el cual se calculó la productividad en horas. 
Para determinar la glucosa, maltosa y maltotriosa al final de la reacción, se usó un 
sistema de HPLC Shimadzu, software – Shimadzu LC Solution, equipado con un índice de 
refracción RID-10A. Se usó una columna Biorad Aminex HPX-87H 300x78mm, con una 
fase móvil de 5mM H2SO4 en agua MilliQ, con un flujo de 0,6mL/min utilizando como 
estándares las mismas usadas en los sustratos de las reacciones 
4.4 Modelado Matemático de la Hidrólisis 
Enzimática 
4.4.1 Modelado de la gelatinización de almidón de banano 
Las enzimas no pueden actuar sobre los gránulos sólidos de almidón. La catálisis de las 
enzimas solo afecta el almidón gelatinizado. El proceso  de gelatinización es representado 
por una reacción de primer orden (Ecuaciones 1 y 2), de acuerdo con la literatura [6,62]:  
                                        (12) 
               
    
  
        (13) 
Donde      representa la velocidad de reacción para la gelatinización de almidón,      
concentración de almidón no gelatinizado,      el factor pre-exponencial,      energía de 
activación para la gelatinización de gránulos de almidón, R la constante de gases ideales 
(8.31 J/mol K) y T como temperatura.  
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Figura 5. Esquema de reacción para gelatinización de almidón 
La Figura 5 muestra un esquema del diseño experimental realizado para determinar las 
constantes cinéticas del modelo. En este, muestras de almidón de banano (2gr de harina) 
se aforaron hasta 40mL con agua destilada precalentada a las temperaturas de 
gelatinización (80°C, 85°C, 90°C y 95°C) y se dejaron reaccionar en un Baño de María 
durante los tiempos de reacción 5-10-15min respectivamente. La reacción se detuvo 
enfriándola lentamente con un baño de agua y se centrifugó, luego se separó la parte 
líquida de la sólida utilizando un filtro con malla a vacio. El % de almidón en la parte sólida 
da indicio de cuánto almidón se gelatinizó y cuánto se encuentra diluido en la parte líquida 
apto para el ataque enzimático. Los ensayos se realizaron por triplicado. Para el 
modelado del proceso, se cuantificó el almidón inicial según el método Stitt et al [72]. 
Estimación de parámetros 
Se hace necesaria la integración matemática de la Ecuación 13, así: 
               
    
  
          
     
  
            (14) 
Donde [Ss]=Sinicial – Sgel 
 
     
             
    
 
         
 
 
       (15) 
De esta forma,      = 
     
                   
                  
      (16) 
El cálculo de los valores de la pendiente de los datos experimentales de        vs 
temperatura, dan el valor de la energía de activación    y el factor pre-exponencial   .  
4.4.2 Modelado de la hidrólisis enzimática 
Se propone entonces un nuevo esquema de reacción (Figura 6) para la hidrólisis 
enzimática donde se involucra la actividad específica de ambas enzimas y los principales 
compuestos formados: 
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Figura 6. Esquema de reacción para la hidrólisis enzimática de almidón 
El esquema de reacción presenta la degradación enzimática del almidón gelatinizado, 
donde se considera el rompimiento de los enlaces del almidón por medio de una endo-
amilasa que catalizan la hidrólisis de enlaces glucosídicos ramificados (1,6-α-D) en la 
amilopectina y endo-(1,4-α-D) en la amilosa para producir cadenas de oligosacáridos 
lineales de menor tamaño con terminales no reductoras, compuestos principalmente por 
dextrinas, maltotriosa y maltosa. Por otro lado, una exo-amilasa cataliza la liberación de 
unidades sucesivas de glucosa de terminales no reductores de dextrinas y cadenas de 
oligosacáridos mediante la hidrólisis de enlaces glucosídicos lineales (1,4-α-D). 
Actividad amilolítica y consideraciones de modelado 
Las principales consideraciones luego de pre-ensayos son las siguientes: 
 El almidón es gelatinizado bajo los efectos de la temperatura. 
 Las enzimas, carbohidratos iniciales y el almidón gelatinizado pueden ser 
considerados como completamente disueltos en la fase liquida de reacción. 
 Las enzimas solo actúan sobre el almidón gelatinizado. 
 La acción de la endo-amilasa sobre el almidón gelatinizado solo produce dextrinas, 
maltosa y maltotriosa. 
 La acción de la endo-amilasa sobre dextrinas solo produce maltotriosa y maltosa. 
 La acción de la exo-amilasa sobre almidón gelatinizado, dextrinas, maltotriosa y 
maltosa solo produce glucosa. 
 El modelo no considera efectos de desnaturalización de la enzima o efectos 
inhibitorios por sustrato o producto. 
Producción de carbohidratos 
La endo-amilasa (pululanasa tipo II) es una enzima capaz de hidrolizar los enlaces (1,6-
α-D) en la amilopectina y endo-(1,4-α-D) en la amilosa para producir cadenas de 
oligosacáridos lineales de menor tamaño. De forma general, la hidrólisis de estos enlaces 
puede ser descrita como: 
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                                          (17) 
Por otro lado, la amiloglucosidasa es una exo-enzima capaz de hidrolizar los enlaces exo-
(1,4-α-D) en oligosacáridos para la formación de glucosa, representada por: 
                         
       
          
      
                                     (18) 
 
Siendo          la concentración del almidón gelatinizado (soluble) con n unidades de 
glucosa,         la concentración de la endo-amilasa,        la concentración de la AMG 
con actividad exógena,        el complejo enzima-sustrato,      la concentración de 
unidades de glucosa y                 consistente de m unidades de glucosa. 
A partir del modelo de reacción de la Figura 6 y el proceso de degradación a glucosa a 
partir de los demás oligosacáridos (dextrinas, maltotriosa y maltosa), tenemos, siguiendo 
cada ecuación numerada: 
1A:                
       
             
      
                        
2A:                
         
               
       
                         
3A:                
         
               
       
                         
4A:                
         
               
       
                          
5A:            
         
           
       
                        
6A:           
         
           
       
                        
7A:            
         
           
       
                         
8A:            
         
            
       
                       
9A:            
         
            
       
                   
En el Anexo 1 se presentan los balances de masa para cada una de las reacciones (1A a 
9A) del sistema. Para la determinación de las constantes kcat,n, kd,n y ka,n (n=1-9) se 
purificaron las enzimas mediante cromatografía de proteínas y se determinó el peso 
molecular de las enzimas purificadas por electroforesis. 
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Cromatografía líquida de proteínas (FPLC) 
25mL de AMG (OPTIDEX® L-400) fueron diluidos en 500mL de 10mM NaOAc (Acetato 
de Sodio) pH: 4.3 mediante un sistema de intercambio de buffer Amicon Millipore, 
utilizando nitrógeno como gas inerte y un filtro de poli éter sulfona (NMWL=10,000 y 
25mm diámetro). Este proceso se repitió hasta que la conductividad eléctrica de la enzima 
fuera igual a la del buffer de  NaOAc. Este proceso fue realizado bajo condiciones de 
refrigeración durante todo el tiempo. 
De igual forma, 25mL de OPTIMAX® L-1000 se diluyeron en 500mL de buffer 50mM HCl-
Tris pH: 8 mediante un sistema Amicon Millipore, hasta que las conductividades del 
buffer y la enzima fueras iguales. 
La cromatografía líquida de proteínas (FPLC) de la muestra con AMG (OPTIDEX® L-400) 
fue llevada a cabo en un sistema GE Healtcare Äktaexplorer usando una columna 
Resource Q empacada de 1mL. La velocidad de flujo fue de 1mL/min. Luego de la 
inyección de la muestra, se utilizó un gradiente linear de 100% buffer A/0% buffer B, a 0% 
buffer A/100% buffer B [buffer A [(10mM NaOAc pH 4,3)], buffer B [(10mM NaOAc pH 
4,3), 0,5M NaCl)]. De igual forma, la cromatografía líquida de la OPTIMAX® L-1000 como 
endo-amilasa fue llevada a cabo en un sistema GE Healtcare Äktaexplorer usando una 
columna Resource Q empacada de 1mL. La velocidad de flujo fue de 1mL/min. Luego de 
la inyección de la muestra se utilizó un gradiente linear de 100% buffer A/0% buffer B, a 
55% buffer A/45% buffer B en 20 volúmenes. Buffer A [(50mMTris - HCl pH 8)], buffer B 
[(50mM Tris -HCl pH 8, 2M NaCl)]. 
Electroforesis 
Para determinar el peso molecular de las enzimas purificadas se llevó a cabo 
electroforesis de proteínas en una celda con un sistema discontinuo XCell SureLockTM de 
600mL para la cámara de buffer inferior y de 200mL para la cámara de buffer superior. 
Para este propósito se usaron geles en buffer 10x Tris/Glicina NuPAGE®  con una 
concentración del 12% Tris/HCl SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con 
dodecilsulfato sódico) durante 50min a 200V y 100mA. La muestra se desnaturalizó 
usando el buffer para muestras NuPAGE® LDS y el agente reductor de NuPAGE®. Luego 
de la electroforesis el gel fue incubado por 12h y teñido con Coomassie Blue (Bio-Rad) a 
temperatura ambiente. Los geles fueron fotografiados con Molecular Imager® Gel Doc™ 
XR System para un mejor contraste y para determinar el peso molecular, se utilizó el 
marcador Precision Plus Protein™ Dual Color Standards #161-0374 (Bio-Rad). 
 
Determinación de las constantes cinéticas (Modelo de Michaelis-Menten) 
Se utilizó esta cinética para determinar experimentalmente las constantes cinéticas de 
Michaelis-Menten del modelo (kcat, KM y Vmax). El tiempo de reacción para todas las 
reacciones fue de 15min. Se emplearon concentraciones de sustrato de 2, 5, 10, 20, 40 y 
80mg/mL, 1mL de volumen de reacción (Tubos Eppendorf, 2mL) en buffer de NaOAc pH 
4.38 a una temperatura de 58.9°C en un baño de maría. Estas condiciones fueron 
determinadas en la optimización de la hidrólisis enzimática. 
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 AMG 
Para la ecuación 3 se utilizó únicamente la parte soluble luego de gelatinizar el 
almidón; para las ecuaciones 6, 8 y 9 Maltosa Monohidratada (mezcla de 
anomeros) Sigma Aldrich, 91% Pureza, Maltotriosa MP Biomedicals, 95% Pureza 
y Dextrinas Acros Organics, 99% Pureza. Al final de cada reacción se cuantificó la 
glucosa producida. A cada reacción se le agregó la misma cantidad de enzima 
purificada (0,001759mg). 
 
 Pullulanase 
Para las ecuaciones 4 y 5 se utilizó Dextrinas Acros Organics, 99% Pureza. Al final 
de cada reacción se cuantificaron la maltosa y maltotriosa. A cada reacción se le 
agregó la misma cantidad de enzima (9,808e-5mg). 
 
 HPLC 
Para determinar la glucosa, maltosa y maltotriosa luego de cada reacción, se usó 
un sistema de HPLC Shimadzu, software – Shimadzu LC Solution, equipado con 
un índice de refracción RID-10A. Se usó una columna Biorad Aminex HPX-87H 
300x78mm, con una fase móvil de 5mM H2SO4 en agua MilliQ, con un flujo de 
0,6mL/min utilizando como estándares las mismas usadas en los sustratos de las 
reacciones. 
Estimación de Parámetros 
La determinación de las constantes cinéticas de Michaelis-Menten mediante el desarrollo 
experimental fue calculada mediante el diagrama de Lineweaver-Burk empleado como 
herramienta gráfica para calcular los parámetros cinéticos de una enzima. La 
representación gráfica de Lineweaver-Burk  
 
   
    
 
   
  permite identificar el Km y Vmax; el 
punto de corte con el eje de ordenadas es el equivalente a la inversa de Vmax, y el de 
abscisas es el valor de -1/Km. 
Para el cálculo de kcat tenemos: 
                  (19) 
El modelo cinético propuesto, fue ajustado a los datos experimentales usando la función 
para optimización fminsearch de Matlab, mediante la minimización del cuadrado de la 
diferencia entre los valores experimentales de la cinética agregando ambas enzimas y 
valores predichos.  
Los parámetros fueron obtenidos de manera secuencial, donde fueron predichas las 
constantes cinéticas  kcat, n (n=1,2-4), kd, n (n=1,9) y ka, n (n=1,9) a partir de las ecuaciones 
de balance del Anexo 1. Con el objetivo de establecer la calidad del ajuste del modelo 
cuando se realiza una optimización para los sistemas donde intervienen enzimas, se 
seleccionaron estas constantes para su determinación por medio del ajuste de 
parámetros. 
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4.4.3 Prueba Estadística de Ajuste del Modelo 
Las pruebas estadísticas constituyen una herramienta muy útil para la evaluación del 
ajuste del modelo. El análisis estadístico de los resultados de estimación de parámetros 
es de fundamental importancia debido a que las variables medidas están sujetas a 
incertidumbres inevitables. Como consecuencia, los valores de los parámetros y las 
predicciones del modelo se corrompen por errores experimentales hasta cierto punto. A 
pesar de esto, es importante destacar que las pruebas estadísticas se basan 
generalmente en el supuesto de que las variables de medición son sujetas a las 
fluctuaciones normales, aunque esta hipótesis es raramente verificada en problemas de 
tiempo real. Por lo tanto, si esta hipótesis es incorrecta y el número de experimentos es 
pequeño, la validez de las pruebas estadísticas es muy cuestionable [81]. Se utilizó la 
prueba estadística de Chi cuadrado (2) siguiendo la metodología propuesta por Fowler, 
2008 [81]. 
Para los errores no correlacionados, Chi cuadrado es la suma de las proporciones de los 
cuadrados de las diferencias entre el modelo y los valores observados, dividido por la 
varianza de la incertidumbre: 
   
             
 
    
 
  
 
 
   
                            
El número de términos independientes sumados, menos el número de parámetros 
utilizados en el ajuste se llama el número de grados de libertad de   de variable aleatoria, 
DF, en este caso N-M. Como 
  es una función de los errores aleatorios en yi, es de hecho 
una variable aleatoria en sí, con su propia función de densidad de probabilidad y de 
distribución acumulada. Las formas exactas de estas dos funciones dependen de DF, pero 
hay dos características útiles que todos los   tienen en común, y es que la media es DF y 
la varianza es 2DF. Por la expresión anterior como una forma rigurosa de definir 
 , los 
errores en yi debe ser verdaderamente Gaussianos. Afortunadamente, en la gran mayoría 
de las aplicaciones prácticas, tratar errores como Gaussianos incluso cuando no es del 
todo cierto, es una aproximación aceptable, especialmente cuando se trata sólo de una  
función de costo a minimizar en algún proceso de adaptación [82]. 
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5. RESULTADOS 
5.1 Caracterización de la Materia Prima 
5.1.1 Caracterización del fruto del Banano 
Mediante análisis bromatológico, se cuantificó la composición del producto amiláceo 
resultante luego de ser secado y molido. Claramente el mayor porcentaje de esta harina 
corresponde a almidón, siendo la humedad y otras materiales volátiles quienes 
representan un porcentaje menor en la harina, líquidos y sólidos alquitranosos. A 
continuación se presenta el resultado bromatológico realizado a la harina de banano:  
Tabla 6. Análisis Bromatológico harina de Banano. 
Tipo de Alimento Harina de Banano 
Análisis Resultado* Método de Análisis 
Almidón % 84.3±1.1 Polarimetría 
Humedad y  Materias Volátiles 8.4±1.1 Termogravimétrico a 103°C (Basado en ISO 
6496) 
*Resultados en base seca 
5.1.2 Caracterización de las enzimas Comerciales 
 
Optimax L1000 
La caracterización de la enzima se resume en la Tabla 7. Se encontró que la pulunanasa 
fue homogénea por electroforesis bajo condiciones de desnaturalización (Fig. 7). Su peso 
molecular fue de aprox. 90 kDa estimado por SDS-PAGE. (Fig. 7). Kim et al. [47] 
reportaron que la enzima pululanasa derivada de Bacillus Sp tenía un peso molecular de 
92kD,  determinado por SDS-PAGE.  
 
Figura 7. SDS-PAGE de Optimax L1000 sin purificar por triplicado de Bacillus licheniformis (comassie protein 
stain). Lineas: M, marcadores estándares de peso molecular; 1,2 y 3, Óptimax L1000. 
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Tabla 7. Resumen caracterización de las enzimas comerciales. 
Enzima Actividad enzimática 
especifica* 
Concentración proteica 
(mg/mL) 
Peso Molecular 
(kDa) 
Optimax L1000 1000 ASPU/g 6,1395±0,0975 90 
Optidex L400 350 GAU/g 93,595±3,578 100 - 66 
* Tomado de su ficha técnica. 
Optidex L400 
La caracterización de esta enzima se encuentra en la Tabla 7. Se encontraron 2 proteínas 
en esta mezcla. Sus pesos moleculares fueron de aprox. 100 y 66 kDa respectivamente 
estimados por SDS-PAGE. (Fig. 8) (Ver Fig. 19 para separación por FPLC). Las AMG tipo 
II tienden a tener un peso molecular mayor a los 100kDa. Para AMG formadas a partir de 
Aspergillus niger su peso molecular se encuentra entre 60 y 70kDa [8,49-51]. De esto se 
puede asumir que la proteína de peso molecular 100kDa corresponde al tipo II y la otra 
porción protéica al tipo I. 
 
Figura 8. SDS-PAGE de Optidex L400 sin purificar Aspergillus niger (comassie protein stain). Lineas: M, 
marcadores estándares de peso molecular (BSA); 7, Óptidex L400M; 6-4 Enzima principal; 3-1 Enzima menor. 
5.2 Pre-tratamiento del Material Amiláceo 
5.2.1 Temperatura de gelatinización  
Los calorímetros DSC son capaces de medir la cantidad de calor absorbido o eliminado 
durante transiciones de fase de un material; estas transiciones son representadas por la 
temperatura de gelatinización. En la Figura 9 se presenta un análisis DSC para el almidón 
de banano tipo Cavendish, presentando dos picos negativos de transición (55°C y 140°C), 
siendo más significativa la transición de fase a 120-140°C. El pico de 55°C indica que se 
ha disipado la estructura cristalina del almidón, más no la solubilización total de los 
gránulos, acto que si se presenta en el rango de temperatura de 120-140°C.  
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Figura 9. Calorimetría de barrido diferencial (DSC) para almidón de banano. 
Para confirmar la información suministrada en el análisis DSC se realizaron pruebas en un 
autoclave (Temp máxima 121°C) a diferentes temperaturas (25°C, 60°C, 75°C, 94°C y 
121°C) durante 20 minutos en exceso de solución acuosa. La  Figura 10 muestra 
fotografías de gránulos de almidón donde se observa un hinchamiento de los gránulos 
entre las temperaturas de 60°C y 75°C, temperatura que da inicio al proceso de 
gelatinización; progresivamente se deforma y presenta pérdida de estructura a más de 
94°C. A 121°C la solubilidad de gránulos es total, confirmando la información suministrada 
por el análisis DSC, siendo esta ultima temperatura, la opción de pretratamiento térmico 
adoptaba en esta investigación para la optimización de proceso, con el fin de aumentar la 
cantidad de almidón soluble en el sistema y mejorar la interacción enzima-sustrato. 
Observaciones similares han sido reportadas por Ling et al. [28], quienes encontraron que 
para gránulos de almidón provenientes de Cavendish estos varían tanto en forma como 
en tamaño al ser sometidos a tratamientos térmicos en soluciones acuosas. 
a)  b)  c) 
d)  e) 
Figura 10. Fotografías gránulos de almidón de Banano Cavendish, magnificación 1000X: (a) 25°C, (b) 60°C, 
(c) 75°C, (d) 94°C y (e) 121°C 
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5.3 Optimización del proceso de hidrólisis 
enzimática 
5.3.1 Diseño Factorial 
Se utilizó Minitab 15™ versión estudiantil como software para el diseño experimental. Se 
realizó un diseño factorial exploratorio  para determinar el nivel de significancia de las 
variables de proceso.  
La tabla 8 presenta los datos de las 16 corridas con 4 puntos centrales (20 en total) de un 
diseño factorial  2k. La primera columna muestra el orden estándar de cada corrida 
aleatorizada, en la segunda columna el orden experimental seguido de los puntos 
centrales (0, puntos centrales) y los niveles de cada factor.  
Por último se tienen los resultados de cada uno de los experimentos, la producción de 
azúcares reductores luego de 5 horas de reacción añadiendo ambas enzimas; se utilizó la 
temperatura de 121ºC y 15min como pretratamiento previo (gelatinización) para todas las 
reacciones. Se cuantificó el almidón inicial en la harina de banano por polarimetría 
encontrando un porcentaje de 86±1% y una cantidad de azúcares reductores iniciales de 
2.48±0.10% en peso seco. 
Tabla 8. Diseño factorial exploratorio 2
4
 con 4 puntos centrales. Respuesta, Azúcares Reductores (Az Red) 
OrdenEst OrdenCorrida PuntoCentral Temp (ºC) pH Optimax Optidex  Az Red (mg/mL) 
5 1 1 55 3,5 0,6 0,2 33,90 
3 2 1 55 5 0,2 0,2 30,97 
18 3 0 60 4,25 0,4 0,4 41,96 
10 4 1 65 3,5 0,2 0,6 36,83 
4 5 1 65 5 0,2 0,2 22,72 
9 6 1 55 3,5 0,2 0,6 39,11 
7 7 1 55 5 0,6 0,2 33,90 
15 8 1 55 5 0,6 0,6 39,95 
13 9 1 55 3,5 0,6 0,6 34,98 
11 10 1 55 5 0,2 0,6 37,63 
8 11 1 65 5 0,6 0,2 27,13 
6 12 1 65 3,5 0,6 0,2 35,14 
14 13 1 65 3,5 0,6 0,6 34,34 
20 14 0 60 4,25 0,4 0,4 41,71 
1 15 1 55 3,5 0,2 0,2 35,42 
17 16 0 60 4,25 0,4 0,4 43,56 
12 17 1 65 5 0,2 0,6 37,63 
16 18 1 65 5 0,6 0,6 34,86 
19 19 0 60 4,25 0,4 0,4 42,70 
2 20 1 65 3,5 0,2 0,2 30,85 
 
La ANOVA (tabla 9) muestra el efecto de las variables en el modelo para cada factor. En 
la parte inferior de la tabla, la columna 5 muestra el estadístico-t en lugar de estadístico-F 
para cada efecto. Un análisis individual del estadístico-F es igual a un análisis del 
estadístico-t2. Los valores-p para los dos análisis son estadísticamente iguales. De esta 
forma es equivalente usar un estadístico-t o F para determinar la significancia de un 
término. Sin embargo, el estadístico-t preserva el signo y por lo tanto la dirección del 
efecto. 
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Análisis de Varianza Diseño Factorial 
Los valores (p) en la tabla de análisis de varianza (Tabla 9) se utilizan para determinar 
cuáles de los efectos en el modelo son estadísticamente significativos. Normalmente se 
observan primero los efectos de interacción del modelo, porque una interacción 
significativa influirá en la manera de interpretar los efectos principales. El valor p es 
comparado con el nivel α=0,05.  
Efectos de interacción: el modelo contiene efectos de interacción de dos, tres y cuatro 
interacciones.    
El valor p de 0.065 y 0,522 para el conjunto de interacciones de tres y cuatro factores 
respectivamente no es menor que 0,05. Por lo tanto, no existe un efecto de interacción 
significativo. Es decir, no existe evidencia de que el efecto de tercer y cuarto orden de 
cualquier factor dependa del nivel de cualquier otro factor.  
 
 
Tabla 9. ANOVA. Efectos y coeficientes estimados para el diseño factorial. 
Para las interacciones de 1er y segundo orden, el valor p es 0,003 y 0,015 
respectivamente, por lo tanto existe un efecto de interacción significativo. Es decir, existe 
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evidencia de que los efectos de primer y segundo orden de cualquier factor dependen del 
nivel de cualquier otro factor. 
Para nuestro caso, el diseño factorial fue propuesto para evaluar las interacciones de 
primer orden. Según la tabla nueve y la anterior conclusión, es adecuado sugerir cuales 
de las variables son significativas. 
Efectos principales: el modelo contiene cuatro efectos principales, que se pueden 
evaluar sin dejar a un lado las interacciones significativas. 
El valor p de 0.003 para el conjunto de efectos principales es menor que 0,05. Por lo 
tanto, existe evidencia de un efecto significativo. En la parte inferior de la tabla 9 
encontramos los efectos y coeficientes estimados para evaluar los efectos principales 
individuales. 
Para los datos sobre hidrólisis enzimática, los efectos sugieren lo siguiente: 
El efecto del término independiente (constante) ejerce por lejos el efecto más significativo 
en el sistema. (34,090). Este término es calculado como el promedio global de las 
observaciones y cualquier efecto de los tratamientos es solo la diferencia entre el 
promedio de los tratamientos y el promedio global. (Montgomery, 1997). 
También podría suceder que ninguno de los demás parámetros del modelo fuera 
significativo (modelo no significativo), en cuyo caso, Beta cero representaría la respuesta 
media, con independencia del valor que pudiera tomar cualquiera de las variables 
ensayadas como predictores en el modelo. Esta última interpretación solamente sería 
válida para un modelo no significativo; en modelos significativos, esta interpretación no es 
adecuada. 
La dosis de enzima Optidex L400 ejerce el efecto más grande (efecto: 5.661) sobre la 
producción de azúcares reductores. Cuando se adicionó esta dosis de enzima en un nivel 
alto se presentó una producción de azúcares más alta que cuando se dosificó en el nivel 
bajo. De forma contrariamente significativa, la temperatura ejerce el efecto más negativo 
(efecto: -3.296) sobre la producción azúcares reductores. Cuando se configuró la 
temperatura en un nivel alto se obtiene una producción de azúcares más baja que la 
obtenida al configurar la temperatura en un nivel bajo. De igual forma, cuando se ajustó el 
pH (efecto: -1,974) en un nivel alto, se obtuvo una producción de azúcares más baja que 
al ajustarlo en un nivel bajo. La relación fue inversamente proporcional para ambos casos. 
La variable menos significativa de efecto principal individual fue la dosis de enzima 
Optimax L1000 (efecto: 0,381). Esto lo podemos corroborar con la figuras 11a y 11b. Un 
diagrama de Pareto muestra los efectos para comparar la magnitud relativa y la 
significancia estadística tanto de los efectos principales como de interacción. Minitab 
gráfica los efectos colocando los valores absolutos de los efectos en orden decreciente. 
La línea de referencia en la gráfica indica cuáles efectos son significativos. Minitab utiliza 
un nivel de 0,05 para dibujar la línea de referencia. Existen nueve efectos significativos (α 
= 0,05). Estos efectos significativos incluyen tres efectos principales: Temperatura (A), pH 
(B) y dosis de enzima Optidex (D). Se puede observar que el efecto individual más 
pequeño es el de la dosis de enzima Optimax (C) porque es el que menos se extiende. 
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De igual forma la gráfica Normal de Efectos Estandarizados, compara la magnitud relativa 
y la significancia estadística tanto de los efectos principales como de interacción. Minitab 
dibuja una línea para indicar donde deberían estar ubicados los puntos si todos los 
efectos fueran cero. Los puntos que no se sitúan cerca de la línea generalmente señalan 
efectos significativos. Claramente los principales efectos de Temperatura, dosis de 
enzima Optidex y la interacción pH-Optidex son los más significantes porque se 
encuentran fuera de la línea del promedio de efectos estandarizados. Como variable 
individual, la dosis de enzima Optimax L1000 es la menos significativa.  
De esta forma, a partir del análisis de los resultados estadísticos se encontró que la 
enzima Óptimax L1000 no resulta ser un factor significativo como variable individual sobre 
el rendimiento para la producción de azúcares reductores, aunque algunas de sus 
interacciones con las demás variables sí presenta significancia estadística, especialmente 
la interacción con la dosis de enzima Optidex L400, esto probablemente debido a alguna 
sinergia entre las dos enzimas y su acción combinada de actividad exo-endo lo que 
generaría una mayor cantidad de extremos con azúcares terminales para el 
funcionamiento correcto de la otra enzima. Por lo tanto en el diseño de superficie de 
respuesta este factor (concentración de enzima Óptimax L1000) se fijó en 0,4 E/S (µl/g). 
Las demás variables, temperatura y pH presentan efectos principales tanto de interacción 
como individuales. 
 
Figura 11. a) Gráfica Normal de efectos estandarizados b) Gráfica de Pareto de efectos estandarizados. 
5.3.2 Diseño Central Compuesto 
Se realizó un diseño central compuesto para la obtención de la región de operación y los 
valores que optimizan el proceso. Los experimentos realizados de acuerdo al diseño 
experimental (Tabla 5) tienen como variable de respuesta azúcares reductores (mg/mL) 
luego de 5 horas de hidrólisis. La tabla 10 muestra el orden de cada ensayo, el nivel 
usado, el valor observado, predicho y residual. En la Figura 12 se presentan las 
superficies de respuesta mostrando el efecto que tienen las variables temperatura, pH, 
dosis de enzima (Optidex L400) y su efecto combinado sobre la producción de azúcares 
reductores [mg/mL].  
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 a) b) 
c) 
Figura 12. Gráficas de Superficie de Respuesta, teniendo variable de respuesta azúcares reductores. a) 
Temp–Dosis Enzima, b) pH–Dosis de Enzima c) Temp–pH. 
Los resultados de un modelo de superficie de respuesta de segundo orden son mostrados 
por el análisis de varianza de la tabla 11. El valor F [F = 13.52] con un valor de 
probabilidad pmodel > F = 0.000 demuestra que la regresión del modelo es significativa 
[11]. El ajuste del modelo fue comprobado mediante la determinación del coeficiente de 
ajuste (R2). En este caso, el valor de coeficiente (0,9240) indica que solo el 7,6% del total 
de las variaciones no son explicadas por el modelo, a pesar de tener un coeficiente 
ajustado bajo (0,8557) [11].  
El coeficiente de correlación de Pearson (R=0,9612) de igual manera justifica una 
adecuada correlación entre las variables independientes. Ahora, si bien este no es 
considerado un valor alto, la falta de ajuste (variación debido a lo inadecuado) del modelo 
con un valor p de 0,173 mayor que 0,05 evidencia de que el modelo si explica 
adecuadamente la variación en las respuestas. 
La aplicación de la metodología de superficie de respuesta resulta en la siguiente 
regresión (Ec. 21), la cual es una relación empírica entre las variables y la respuesta de 
azúcares reductores en unidades descodificadas [71]: 
(21)                                                            
                                                    
El valor negativo de B0 en la variable constante no está incluido en el rango de evaluación. 
En este caso no se tiene ninguna interpretación y se dejará únicamente como un término 
de ajuste del modelo. Cualquier intento de interpretarlo bajo tales condiciones (cuando no 
se exploró la región cero de los predictores) constituiría una extrapolación. 
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Tabla 10. Superficie de Respuesta. Orden de corrida, niveles, valores observados y predichos. 
Corrida Temp °C pH Optidex Valor Observado*  Valor Estimado* Residual (yi- (i))
2 
1 60,00 3,84 0,40 31,18 32,63 1,44 2,09 
2 56,73 4,25 0,40 36,77 37,26 0,49 0,24 
3 60,00 4,25 0,40 41,47 41,47 0,01 0,00 
4 60,00 4,66 0,40 35,37 37,78 2,41 5,81 
5 60,00 4,25 0,56 39,10 41,02 1,92 3,70 
6 63,27 4,25 0,40 31,01 34,38 3,37 11,34 
7 60,00 4,25 0,40 40,37 41,47 1,11 1,23 
8 60,00 4,25 0,24 35,79 37,72 1,93 3,37 
9 60,00 4,25 0,40 40,79 41,47 0,68 0,47 
10 58,00 4,00 0,50 34,32 35,44 1,13 1,27 
11 60,00 4,25 0,40 40,96 41,47 0,52 0,27 
12 62,00 4,00 0,50 35,08 35,92 0,85 0,72 
13 62,00 4,00 0,30 34,87 34,92 0,05 0,00 
14 62,00 4,50 0,30 34,36 34,82 0,46 0,21 
15 58,00 4,50 0,50 40,32 41,86 1,53 2,35 
16 60,00 4,25 0,40 39,35 41,47 2,12 4,51 
17 58,00 4,00 0,30 30,51 32,26 1,75 3,08 
18 62,00 4,50 0,50 35,84 35,68 -0,16 0,03 
19 60,00 4,25 0,40 38,88 41,47 2,59 6,70 
20 58,00 4,50 0,30 38,08 38,82 0,74 0,55 
      PRESS 48,27 
* Valores en Azúcares Reductores (mg/mL) 
Tabla 11. ANOVA Sup. de Respuesta, hidrólisis enzimática de material amiláceo. 
 
Allen, 1971, sugirió el uso de la Suma de Cuadrados del Error de Predicción (estadístico 
PRESS), definida como la suma de residuales PRESS al cuadrado como medida de la 
calidad del modelo, definido como: 
                
  
    (22) 
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Con el estadístico PRESS se puede calcular un estadístico parecido a R2 para la 
predicción, de la siguiente forma: 
           
    
     
   
  (23) 
De acuerdo con la Tabla 11, la suma de cuadrados totales es 225,182. Tenemos de la 
ecuación 22 y 23: 
           
    
     
       
       
Por consiguiente, cabria esperar que este modelo “explicara” un 78% de la variabilidad 
cuando se predigan nuevas observaciones. Parece satisfactoria la capacidad predictiva 
del modelo en general, sin embargo recuérdese que los residuales PRESS individuales 
indicaron que puede ser que las observaciones parecidas a la corrida 6 de la tabla 10 no 
sean bien pronosticadas (residual 3,37), esto es, cuando la temperatura se encuentra en 
los niveles altos. 
 
Figura 13. Valores óptimos para las variables del proceso de hidrólisis enzimática de materiales amiláceos 
optimizada por Minitab. 
Las gráficas de la metodología de superficie de respuesta en función de dos factores a la 
vez son útiles en la comprensión de los efectos principales y de interacción de cada uno 
de los dos factores analizados. Estos gráficos se pueden obtener resolviendo el modelo 
de regresión. En las figuras 12a y 12c para cada variable, muestra que las pendientes de 
cada curva dependen del nivel de la otra, mientras que la gráfica 12b muestra que el pH 
es casi independiente del nivel de enzima.  Comparando las figuras 12a y 12b, parece ser 
que el efecto de la enzima es más importante cuando se combina con la temperatura más 
que con el pH, donde es casi una línea horizontal durante la relación de dosis. Así, se 
muestra que la dosis de enzima óptima se encuentra entre 0,4-0,5 uls de enzima por 
gramo de almidón, para la temperatura alrededor de 60°C y pH 4,35 respectivamente.  
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Tabla 12. Resumen valores óptimos del proceso de hidrólisis enzimática de materiales amiláceos. 
Variable Temperatura pH Dosis Optidex L400 Dosis Óptimax L1000 
Valor Óptimo 58,9°C 4,37 0,47L/gr almidón 0,4 L/gr almidón 
 
Los valores óptimos de cada variable fueron obtenidos resolviendo la ecuación de 
regresión 21.  Los valores óptimos calculados por medio de esta ecuación son 
presentados para el proceso de hidrólisis enzimática en la Tabla 12 y representados en la 
figura 13. Para el modelo estadístico representado por la ecuación 21 el valor 
correspondiente al valor predicho es de 41,25gr AzR/L, con un nivel de confianza en la 
representación de variaciones del 92,40%. 
5.3.3 Cinética del proceso de hidrólisis enzimática. 
Para verificar la optimización y dar explicación al fenómeno de la hidrólisis enzimática, dos 
técnicas de caracterización fueron aplicadas a los hidrolizados. Ambas cinéticas fueron 
llevadas a cabo con las condiciones óptimas encontradas.  
 Cinética 1. Técnica de Análisis con Azúcares Reductores 
En la figura 14 se presenta la cinética de hidrólisis enzimática para materiales amiláceos 
de la planta de banano, usando azúcares reductores como variable de respuesta a las 
condiciones de operación óptimas. Las moléculas de azúcar actúan como agentes 
reductores siempre y cuando contengan un grupo aldehído y existan en una estructura de 
cadena abierta [76]. La base de la reacción del DNS es la reducción del ácido 3,5-
dinitrosalicilico al ácido 3-amino-5-nitro-salicilico (ANS) y durante este proceso oxidar el 
grupo aldehído del azúcar al su respectivo ácido del grupo  carboxílico [77].  
 
En polímeros de glucosa, tales como almidón y derivados de almidón, encontramos 
azúcares tales como glucosa, maltosa y macromoléculas como maltodextrinas y dextrinas 
las cuales inician su estructura con un azúcar reductor, un aldehído libre. De esta forma, 
es claro que azúcares reductores pueden ser maltosa, maltotriosa, glucosa, dextrinas y 
cualquier oligosacárido con diferente tamaño molecular, por lo tanto con la determinación 
de azúcares reductores no podemos establecer qué tipo de azúcares se están generando. 
 
Luego de 5 horas de hidrólisis se alcanzó una concentración de 40,76gr AzR/L, 
obteniendo una diferencia del 1,18% con respecto al valor predicho por el modelo y un 
rendimiento del 91.90% con respecto a la cantidad inicial de almidón. Ambos resultados 
fueron satisfactorios al ser comparados con el balance de materia del proceso, el cual 
muestra que el almidón inicial (42gr/L) es degradado casi en su totalidad en azúcares 
reductores. 
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Figura 14. Cinética hidrólisis enzimática () Azúcares reductores gr/L. 
La productividad del proceso, calculada con base en azúcares reductores y al almidón 
inicial, para 5 horas de proceso resulto en: 
              
                        
                
     
                     
          
            
Es claro que este proceso presenta altas productividades comparadas con otras fuentes 
bibliográficas (Tabla 13) donde trabajan la hidrólisis enzimática. Cabe resaltar que en el 
trabajo realizado por Montes y Córdoba, 2004 también se utilizó banano verde de 
rechazo, siendo las condiciones de proceso utilizadas en el presente estudio más 
favorable en términos de productividades, mientras que la alta productividad encontrada 
por Flórez y Uribe, 2000 se debe principalmente al uso de maltodextrina pura para la 
producción de glucosa con glucoamilasa libre e inmovilizada. El uso de un sustrato 
susceptible al ataque enzimático incrementa la conversión a azúcares finales. 
Tabla 13. Productividad actual frente a otras referencias de procesos de hidrólisis enzimática. 
Fuente 
Trabajo 
actual 
Montes y 
Córdoba, 2004 
Botero y 
Pérez, 1993 
Alzate, 
2003 
Flórez y 
Uribe, 2000 
Productividad (mg/mg-h) 17,09
a 
12,130 13,33 17,22 19,44 
 18,81
b 
    
a
Determinado con HPLC 
b
Determinado con azúcares reductores 
 
 Cinética 2. Técnica de Análisis con HPLC 
Para la siguiente prueba se cuantificó el contenido de almidón en la muestra inicial 
siguiendo el método de Stitt et al [72]. Para 100mg harina de banano, se encontró que 
esta tenía 67.25±0,0513mg de almidón.  En la Figura 15 se presenta la cinética de 
- 37 - 
 
hidrólisis enzimática para el material amiláceo de la planta de banano, usando las 
condiciones de operación encontradas como puntos óptimos para las variables del 
proceso (Tabla 12). Luego de 5 horas de hidrólisis se alcanzó una concentración de 
29,028±0,708 mg glucosa/mL, obteniendo una conversión del 86% con respecto a la 
cantidad inicial de almidón. La cantidad inicial de glucosa fue de 0,315±0,0218mg 
glucosa/mL. El experimento se realizó por triplicado. 
Los resultados fueron satisfactorios al ser comparados con el balance de materia del 
proceso, el cual muestra que el almidón inicial (8.4gr, para 12.5gr de harina de banano) es 
degradado casi en su totalidad en glucosa. Los demás compuestos, maltosa y maltotriosa, 
resultaron en una concentración de 1.11±0,664 y 0.29±0,056 mg/mL respectivamente. La 
conversión sumando la cantidad en gramos de maltosa y maltotriosa, conllevan a un 
porcentaje de 90.49%. El 9.51% restante, podría corresponder ya sea a las fracciones de 
almidón cristalizadas no gelatinizadas o a la fracción hidrolizada de almidón que se 
convirtió en dextrinas u oligosacáridos. Los picos en concentración de Maltosa y 
Maltotriosa se logran entre 120 y 180 minutos (Maltosa: 0,678mg/mL y Maltotriosa: 
0,619mg/mL) aunque al cabo de 15 minutos ya se haya logrado casi el 60% de esta 
concentración para maltosa y del 70% a los 30 minutos para maltotriosa. 
 
Figura 15. Cinética hidrólisis enzimática (♦) Glucosa, (■) Maltosa y (▲) Maltotriosa (mg/mL) 
Para 5 horas de proceso, se obtuvo una productividad de 17,09 mg/mg-h a las 
condiciones de operación óptimas para las variables del proceso (Tabla 11). 
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Las conversiones que son similares, es decir la cantidad de azúcares reductores que se 
obtienen al cabo de 5 horas (91,90%) comparado con la cantidad de glucosa, maltosa y 
maltotriosa al cabo del mismo tiempo (90,49%), corroboran que la acción de ambas 
enzimas independientemente de la cantidad de almidón inicial (la variable dosis de 
enzima, se optimizó para la relación enzima-sustrato), logran la hidrólisis del almidón en 
azúcares en más del 90%. Ambas cinéticas ayudan a concluir sobre cómo están actuando 
las enzimas sobre el almidón.  
Si bien la técnica de análisis de azúcares reductores da inicialmente una mayor velocidad 
en la cinética, no podemos establecer el tamaño de los azúcares que se están generando. 
La enzima Optimax L1000, la cual fue seleccionada por su acción endógena, es la enzima 
que más rápido actúa sobre el almidón, dando explicación a porque no fue una variable 
individual significativa en el diseño factorial, mas si una variable significativa por sus 
interacciones, y lo podemos corroborar con la cinética de la técnica de azúcares 
reductores, pues la pendiente inicial de esta curva de concentración es mucho más rápida 
que la pendiente de la cinética usando la técnica de HPLC. Ésta pendiente inicial alta de 
concentración es debido a la formación de oligosacáridos de tamaños ≥ GP10 formados 
por la enzima Optimax L1000, y que no se determinaron por la técnica HPLC la cual 
muestra únicamente que la concentración de azúcares de menor tamaño es apenas 
mínima durante los primeros 30 minutos y durante toda la hidrólisis(maltosa y maltotriosa), 
lo que nos lleva a definir que la hidrólisis por la enzima Optimax L1000 seleccionada para 
la formación de oligosacáridos, tienen una velocidad de hidrólisis alta para la producción 
de polisacáridos y baja para la producción de oligosacáridos de menor tamaño (maltosa y 
maltotriosa). Esto probablemente a que la velocidad de catálisis de esta enzima disminuye 
conforme se está hidrolizando las cadenas de polisacáridos que conforman el almidón, 
así, a medida que la hidrólisis se desplaza a los extremos de la cadena glucosada, la 
afinidad por el sustrato disminuye. 
Por otro lado, la enzima Optidex L400 purificada, encargada de la formación de Glucosa 
parece tener el mismo inconveniente con la hidrólisis de maltosa y maltotriosa.  La 
concentración relativamente constante de estos compuestos se debe a la pausada acción 
de esta enzima, donde únicamente al final de las 5 horas se nota una disminución en la 
concentración  de maltosa y maltotriosa. Esto se debe a que la enzima tiene una afinidad 
por oligomeros, y durante el transcurso de la reacción los sitios activos de la enzima están 
ocupados con estos, y únicamente al final, se ve el cambio en la concentración de 
dímeros y trímeros. 
Siendo la técnica de HPLC más confiable por su elevada resolución permitiendo la 
separación de mezclas la cual no se consigue por la técnica de DNS, nos ayuda a 
determinar la cinética de producción de glucosa, maltosa y maltotriosa y poder establecer 
adecuadamente la forma en que las enzimas están actuando sobre el substrato almidón. 
De esta forma, el modelo matemático será alimentado por el análisis de resultados 
obtenidos en este estudio, permitiendo definir cómo actúa cada enzima individual sobre el 
almidón y demás substratos formados en el intermedio de las reacciones. 
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5.4 Modelado matemático de la hidrólisis enzimática 
5.4.1 Modelado de la Gelatinización de Almidón de Banano 
La Figura 5 muestra un esquema del diseño experimental realizado para determinar las 
constantes cinéticas del modelo para un rango de temperaturas entre 80-95°C y 15 
minutos. El cálculo de los valores de la pendiente de los datos experimentales de        
vs temperatura, dan el valor de la energía de activación    y el factor pre-exponencial   . 
Los valores experimentales de Ln(Kg) gráficados contra la temperatura (T) se muestran en 
la Figura 16.  
 
Figura 16. Relación entre la temperatura y el logaritmo de parámetros cinéticos para la gelatinización de 
almidón de banano para 15min de reacción. 
Consecuentemente con estos resultados se calcularon los parámetros de las constantes 
para la gelatinización: energía de activación    y el factor pre-exponencial    a partir de 
las ecuaciones 13, 14 y 16  para las concentraciones experimentales de almidón 
gelatinizado. La tabla 14 resume los parámetros cinéticos. 
La ecuación para la propagación de errores, utilizada para el cálculo de la desviación 
estándar de medidas indirectas, es [80]: 
 
      
  
   
    
 
 
     (24) 
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Tabla 14. Valor de los parámetros y niveles de confianza determinados para los valores experimentales. 
Parámetro Valor Desviación estándar
[1] 
Gelatinización Banano 
kg (s
-1
) 2,55x10
6 
 
±0,57x10
6 
Eg (J/mol) 6,20x10
4 
±0,226x10
4 
Gelatinización Malta [6]*  
kg (s
-1
) 3,1x10
14
 ±0,08x10
14
 
Eg (J/mol) 10,83x10
4 
±5,9x10−
2
 
Gelatinización Papa [62]*  
kg (s
-1
) 2,7x10
4 
±0,6x10
4 
Eg (J/mol) 24,40x10
4 
±5,40x10
4 
   *temperatura de gelatinización > 67,5°C 
[1]
La medida de desviación estándar indirecta fue calculada a partir de la ecuación 24. 
 
Un análisis de la energía de activación, nos indica que los parámetros reportados en la 
tabla 14 para almidón de Malta estudiado por Brandam et al [6] y almidón de papa 
estudiado por Verlinder et al [66] sugieren que la gelatinización para el almidón de Banano 
requiere menos energía para que se presente la reacción.  
Siendo así, el bajo valor pre-exponencial para almidón de banano, apunta que la 
gelatinización no se está presentando tan regularmente como para almidón de papa y 
malta, requiriéndose de más temperatura para lograr la gelatinización total de los gránulos 
de almidón de banano. Esto debido a la naturaleza de este tipo de almidón. La energía de 
activación, la cual esta reportada por mol de almidón, depende de la naturaleza de la 
fuente botánica. Recordemos que la temperatura y parámetros cinéticos de gelatinización 
son realmente un intervalo, porque así los gránulos provengan de la misma fuente 
botánica, tienen diferente composición y organización, lo que origina que unos sean más 
resistentes que otros [20, 21]. Con el fin de verificar la reproducibilidad de los datos con 
los parámetros cinéticos obtenidos para el rango de tiempo y temperatura planteados por 
la metodología, se realizaron experimentos a 5 y 10 minutos, para las temperaturas de 80 
y 90°C. La figura 17 es el resultado del modelamiento de la ecuación 14 utilizando los 
parámetros de la tabla 15 para almidón de banano, acompañado de los puntos 
experimentales. 
Tabla 15. Valores experimentales, modelados y residuales para la velocidad de gelatinización del almidón de 
banano. 
Temperatura Experimental (mg almidón gel/ml-s) Modelo (mg almidón gel/ml-s) Residual 
Tiempo: 5min 
80°C 7,62 ± 0,23 9,747 2,127 
90°C 15,20 ± 0,28 15,525 0,325 
Tiempo: 10min 
80°C 16,08 ± 0,08 16,669 0,589 
90°C 24,86 ± 0,16 23,882 -0,978 
Tiempo: 15min 
80°C 21,87 ± 0,32 21,585 -0,285 
85°C 25,20 ± 0,28 25,226 0,026 
90°C 27,94 ± 0,17 28,380 0,44 
95°C 31,07 ± 0,28 30,778 -0,292 
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a)      b) 
 
c) 
Figura 17. Modelamiento de la etapa de gelatinización del almidón de banano. a) Gelatinización para 5min a 
90 y 80°C. b) Gelatinización para 10min a 90 y 80°C. c) Gelatinización para 5,10 y 15 min a 80, 85, 90 y 95°C. 
La cinética de 1er orden se ajusta muy bien al modelo para los tiempos mayores a 10min. 
El mayor valor residual (2,127) lo encontramos para la temperatura de 80°C y 5min de 
tiempo de gelatinización. Verlinder et al [66] representaron la dinámica de gelatinización 
de almidón de papa como un modelo cinético de primer orden con dos energías de 
activación basadas en función de sí la temperatura se encuentra por debajo o por encima 
de 67,5°C. Brendan et al [6] encontró una discontinuidad a los 67,5°C de igual forma. 
Ellos explicaron que el hecho de que los gránulos de almidón están constituidos por 
muchas regiones amorfas y cristalinas, y la temperatura de gelatinización en estas 
regiones depende de la temperatura.  
Para nuestro caso 80°C y 5min es una relación temperatura-tiempo aun baja para la 
gelatinización del gránulo de almidón, en donde las regiones amorfas y cristalinas aun 
conservan su estructura y donde la transferencia de calor cobra importancia pues la 
temperatura al interior del gránulo no alcanza el punto de gelatinización en 5 minutos, 
resultando en un modelo de primer orden que no se ajuste correctamente para este punto. 
Se hace innecesario intentar gelatinizar a una temperatura por debajo de los 80°C. Esto 
corrobora el caso de la figura 10c, donde aun se observa en el microscopio que aun a 
75°C se encuentran gránulos de almidón luego de 20min de reacción. Caso contrario 
ocurre a partir de los valores observados de la tabla 15, donde el modelo representa 
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adecuadamente los valores de gelatinización para 10min y 15min independientemente de 
la temperatura de gelatinización, siempre y cuando se encuentre entre 80 y 95°C. En 
términos de rendimiento, la cantidad inicial de almidón para todos los ensayos fue de 
33,5mg/mL; la combinación 95ºC y 15min de reacción gelatinizan aprox. el 93% del 
almidón (31mg/mL).  
5.4.2 Modelado de la Hidrólisis Enzimática 
Para la correcta obtención de actividades específicas y parámetros cinéticos, se hace 
necesaria la purificación de las enzimas comerciales mediante la técnica de FPLC. A 
continuación se hace la separación y la selección de las proteínas contenidas en el coctel 
enzimático comercial para la obtención de parámetros cinéticos siguiendo la cinética de 
Michaelis-Menten y el modelado del proceso de hidrólisis enzimática. 
Cromatografía Liquida de Proteínas (Separación de enzimas comerciales) 
Optimax L1000 
La figura 18 muestra el cromatograma de la enzima Optimax L1000 luego del cambio de 
buffer y de ser sometida a la cromatografía de proteínas. Se encontró que la pululanasa 
únicamente contiene un pico proteico para los volúmenes de retención de 9-10mL. 
Claramente se muestra que la mayor cantidad de proteína se encuentra concentrada en el 
mismo vértice del pico del cromatograma. Parece que existen algunas colas a los lados 
del pico (celdas A3 y A7), las cuales se hacen innecesarias separar, pues la mayor 
cantidad de actividad enzimática se encontrará concentrada en ese solo pico. Para esta 
enzima no se hace necesaria la separación o purificación de la misma, por lo tanto será 
dosificada para el modelamiento en la cantidad optimizada. El peso molecular de esta 
enzima, se fijo por la electroforesis (90kDa) estimado por SDS-PAGE (Tabla 16). 
 
Figura 18. Cromatograma, enzima Optimax L1000. FPLC 
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Optidex L400 
La figura 19 muestra el cromatograma de la enzima Optidex L400 luego del cambio de 
buffer y de ser sometida a la cromatografía de proteínas. La caracterización de esta 
enzima se encuentra en la Tabla 7. Se encontraron 2 proteínas en esta mezcla 
(volúmenes de retención 17-19mL y 23-26mL). Sus pesos moleculares fueron de aprox. 
100 y 66 kDa respectivamente estimados por SDS-PAGE. (Fig. 8). Es claro que se debe 
seleccionar una de las dos proteínas encontradas (celdas C4-6 y C7-12) en el 
cromatograma para la adecuada estimación de los parámetros cinéticos que involucran la 
enzima AMG, pues solo se necesita una actividad única exógena, o de producción de 
glucosa.  
 
Figura 19. Cromatograma enzima Optidex L400. FPLC 
Para realizar la correcta selección de la proteína, se recolectaron los volúmenes 
contenidos en las celdas C4-6 y C7-12 y se realizaron ensayos de actividad enzimática 
específicamente sobre almidón de banano, no sin antes determinar la concentración de 
ambos volúmenes recolectados utilizando BSA. La tabla 16 resume la caracterización 
realizada para las proteínas de las celdas C4-6 y C7-12. 
Tabla 16. Caracterización de las proteínas encontradas en Optidex L400 y Optimax L1000. 
Celdas Actividad 
enzimática 
especifica 
Concentración proteica 
(mg/mL) 
Peso Molecular 
(kDa) 
Optimax L1000
1
  94,05 U/mL 6,1395±0,0975 90 
4-6
2 
(Optidex L400) 63,43 U/mL 4,7406±0,4197 66 
7-12
2
 (Optidex L400) 448,58 U/mL 4,2568±0,1946 100 
1
Actividad sobre Pululan (Unidad U en mg de pululan*min
-1
*mg Enzima
-1
) 
2
Sobre almidón de banano gelatinizado (Unidad U en µmol de glucosa*min
-1
*mg Enzima
-1
) 
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Se utilizaron las condiciones de operación optimizadas para la determinación de la 
actividad específica, durante 15min de reacción (Temp= 58,9°C, pH= 4,37, dosificación 
Optimax= 0,00245mg En/gr S y dosificación Optidex= 0,0439mg En/gr S). La enzima 
seleccionada para los ensayos que se presentan a continuación fue la recolectada en las 
celdas C7-12 por su mayor actividad sobre almidón de banano. 
Cinética de Michaelis-Menten 
A continuación se describe la obtención de las constantes cinéticas kcat,n para el modelo 
de reacción de la Figura 6 y descrito por las ecuaciones 1A a 9A presentando para la 
producción de carbohidratos, asumiendo la cinética de Michaelis-Menten y linealizando 
para conocer Vmax,n y Km,n.  
1A:                
       
             
      
                        
2A:                
         
               
       
                         
3A:                
         
               
       
                         
4A:                
         
               
       
                          
5A:            
         
           
       
                        
6A:           
         
           
       
                        
7A:            
         
           
       
                         
8A:            
         
            
       
                       
9A:            
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A continuación se describe la obtención experimental de las constantes asumiendo la 
cinética de Michaelis-Menten (Fig. 20). 
 
 
 
Figura 20. Cinéticas de Michaelis-Menten para Vmax,n y Km,n. 
Con la ayuda de las gráficas de la Figura 20, se continúa con la metodología y el cálculo 
de los parámetros siguiendo el diagrama de Lineweaver-Burk y el uso de la ecuación 19. 
La representación gráfica de Lineweaver-Burk  
 
   
    
 
   
  permite identificar el Km y Vmax; 
el punto de corte con el eje de ordenadas es el equivalente a la inversa de Vmax, y el de 
abscisas es el valor de -1/Km. 
Para el cálculo de kcat tenemos: 
                  (19) 
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En la tabla 17 se resumen las constantes kcat9, kcat8, kcat7, kcat6, kcat5 y kcat3 
determinadas experimentalmente que alimentaran el modelo. 
Tabla 17. Parámetros cinéticos y desviación determinados experimentalmente para la hidrólisis enzimática. 
Reacción kcat,n (min
-1
)  Km,n (mg Sus./mL) Vmax,n (mg Prod. /min mL) kcat,n / Km,n 
3A  87,63±9,84 2,28±0,20 0,15±0,01 38,42 
5A
 
4,44±0,05 0,76±0,05 0,0007±9,4x10
-5 
5,84 
6A
 
79±5,66 3,39±0,59 0,1389±0,01 23,24 
7A 0 0 0 0 
8A 38,96±5,08 0,96±0,13 0,06±0,008 40,53 
9A 18,10±1,34 1,36±0,38 0,03±0,002 13,27 
Maltosa
a 
180 0,410 - - 439 
Maltotriosa
a 
598 0,203 - - 2950 
Maltosa
b 
290 0,157 - - 1850 
Maltotriosa
b 
932 2,05x10
-2 
- - 45400 
a
Tomado de Lee et al [7] 
b
Tomado de Akerberg et al [64] 
 
La constante de especificidad kcat,n/Km,n es una medida de cuan eficiente la enzima 
convierte el substrato en producto. Esta constante refleja tanto la afinidad de la enzima 
como la capacidad catalítica. El valor máximo teórico, también llamado límite de difusión 
tiene un valor de 108-109 (litro mol-1 s-1) [78]. En este punto, cada vez que la enzima 
colisiona con el sustrato da lugar a la catálisis, así, la velocidad de formación de producto 
no se ve limitada por la velocidad de reacción, sino por la velocidad de difusión. Para 
nuestro caso, todos los valores de la constante de especificidad (6,6x10-1 - 8,3x10-2 litro g-1 
s-1) no son comparables en relación con el valor del límite de difusión.  
Las constantes reflejan así, que la catálisis en este proceso de hidrólisis enzimática es 
controlada por la velocidad de reacción (afinidad y capacidad catalítica de la enzima), en 
unos casos más que en otros. El tamaño controlado del sistema (250mL) y la agitación 
constante (200RPM), sugiere que los problemas difusionales son controlados por la 
agitación del sistema y el eficiente pretratamiento realizado al almidón. La agitación del 
sistema no permite la formación de capas estáticas sobre las partículas; el grosor de la 
capa tiene un efecto inversamente proporcional a la rapidez o velocidad de difusión de la 
solución. Un incremento en la velocidad de agitación reduce la resistencia a la difusión y 
el valor de Km desciende.  
Las reacciones con más afinidad al substrato (a mayor afinidad, menor valor de Km,n) son 
las reacciones de la enzima AMG (exoglucanasa) con almidón y dextrinas (reacciones 3A 
y 6A), siendo esta última quien posee una menor capacidad catalítica entre las dos. Por 
otro lado, la afinidad de la enzima AMG con Maltotriosa (reacción 8A) es compensada con 
la más alta capacidad catalítica del sistema. Las constantes de especificidad para las 
reacciones 3A, 6A, 8A y 9A sugieren una velocidad media de catálisis de los productos a 
glucosa, como lo muestra la figura 22, donde es notable que el sistema necesita de 
tiempo (> 5 horas) para alcanzar el máximo de concentración de azúcares. 
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Referente a la enzima pululanasa, es quien tiene menor capacidad catalítica y de afinidad 
para la formación de Maltosa a partir de Dextrinas, como lo vemos en la constante 5A, y 
nula para la reacción de formación de Maltotriosa. Una vez más, se corrobora la teoría de 
la reducción de velocidad de la enzima Optidex L1000 en la producción de dímeros y 
trímeros cuando se acerca a los extremos de una cadena glucosada. Este 
comportamiento fue sugerido y anteriormente visto por Brandam y Meyer et al [79], donde 
la enzima α-amilasa únicamente produce Maltotriosa a partir de almidón gelatinizado 
(figura 21). Nuestros resultados experimentales coinciden con la única formación de 
maltotriosa a partir del modelo de la figura 21. 
 
Figura 21.Esquema de reacción para la hidrólisis enzimática. Tomado de Brandam y Meyer, 2002 [79]. 
Por otro lado, se encontró que los valores reportados en la tabla 17 para kcat,n y Km por 
Lee et al [7] y Akerberg et al [64] no son válidos para la amiloglucosidasa usada en la 
presente investigación. Los datos reportados por Akerberg et al [64] fueron determinados 
usando la mezcla de enzima comercial, SAN Super 240L (Novo Nordisk) para la etapa de 
sacarificación de los ensayos. Esta enzima consiste en una AMG (1,4-α-D-glucan, 
glucanohidrolasa, EC 3.2.1.3) de Aspergillus niger y una α-amilasa Fungamyl (1,4-α-D-
glucanohidrolasa EC 3.2.1.1) de Aspergillus oryzae. Esta no fue purificada y separada, 
por tanto su actividad enzimática y afinidad también incluye la producción e hidrólisis 
simultánea de maltosa y maltotriosa. Una comparación realizada entre estos valores y los 
del presente estudio (kcat,8A/Km,8A y kcat,9A/Km,9A), indican que la AMG, usada en esta 
investigación, tienen menos afinidad hacia la maltosa y la maltotriosa, e igualmente ocurre 
con los datos reportados por Lee et al [7], que fueron determinados a partir de una AMG 
de Rhizopus niveus.  
Ajuste del Modelo (Optimización con fminsearch de Matlab) 
Las constantes kcat,1, kcat,2 y kcat,4, definen las siguientes ecuaciones: 
1A:                
       
             
      
                        
2A:                
         
               
       
                         
4A:                
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Las constantes kcat,n (n = 1,2 y 4) fueron calculadas mediante el ajuste de los puntos 
experimentales y todas las ecuaciones diferenciales del sistema que resultan de las 
ecuaciones 1A a 9A, minimizando una función objetivo (Ec. 25) mediante el comando 
fminsearch de Matlab. 
SSE = (yi - ymodelado)
2  Ec. 25 
Esto es, la diferencia de cada punto experimental con cada punto modelado, al cuadrado. 
De esta forma, se calcularon las kcat,1, kcat,2 y kcat,4. La figura 22 es la cinética y el resultado 
del ajuste de los parámetros y puntos experimentales a los parámetros y valores  
modelados para cada compuesto del sistema de hidrólisis enzimática. 
 
Figura 22. Ajuste de parámetros experimentales para la determinación de las constantes cinéticas kcat,n (n=1,2 
y 4). 
El algoritmo modela la cinética de la etapa de licuefacción y sacarificación 
simultáneamente; las dextrinas, generalmente obtenidas en la etapa de licuefacción, son 
producidas en tamaños de n = 4 a n = 10 y fueron agrupadas en este grupo. La velocidad 
de producción de estos oligosacáridos es realmente alta hasta los 130 minutos (pendiente 
más alta), donde se da lugar a su consumo. La tabla 18 se resume el valor de las 
constantes calculadas como resultado de la optimización realizada para minimizar la 
función objetivo. Estas dan información de la velocidad de catálisis del almidón a 
dextrinas, maltosa y maltotriosa respectivamente. La constante kcat,1 (turnover de almidón 
a dextrinas ) es aprox. 20 veces más grande que las constantes kcat,2 y kcat,4 (formación de 
maltosa y maltotriosa a partir de banano), dando una idea de cuan superior es la 
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velocidad de catálisis de  polisacáridos por la enzima Optimax L1000, y acertando la 
intención por la cual fue seleccionada la enzima, para la licuefacción, donde es notoria la 
velocidad de hidrólisis del almidón, tal como fue reportado por Akerberg et al [64]. Ahora, 
aunque la velocidad de hidrólisis de dextrinas es rápida, se había mencionado 
anteriormente, que la enzima pululanasa, es quien tiene menor capacidad catalítica y de 
afinidad para la formación de Maltosa a partir de Dextrinas, como lo vemos en la 
constante 5A, y nula para la reacción de formación de Maltotriosa. Esto es un indicio de 
que los oligosacáridos agrupados en dextrinas, son principalmente hidrolizados por la 
AMG (Optidex L400) para la formación de glucosa, y se reitera la baja velocidad de la 
enzima endoamilasa (Optimax L1000) cuando esta se acerca a los extremos de una 
cadena de oligosacáridos.  
Tabla 18. Constantes kcat,n para el ajuste de datos experimentales y modelados. 
Constante kcat,n Valor de la constante kcat,n (1/min)  Método 
1A - kcat,1 1763,7±273 Modelo 
2A - kcat,2 54±4,7 Modelo 
4A - kcat,4 120±5,5 Modelo 
SSE (Ec. 24) 55,408±0,073 Modelo 
3A  87,63±9,84 Experimental 
5A
 
4,44±0,05 Experimental 
6A
 
79±5,66 Experimental 
7A 0 Experimental 
8A 38,96±5,08 Experimental 
9A 18,10±1,34 Experimental 
 
El modelo sugiere que el bajo consumo y acumulación de maltosa, que sigue la ruta de 
las reacciones 2A+5A → 9A es causado por el valor de las constantes de catálisis de 
estas reacciones (2A+5A > 9A), las cuales determinan la baja producción de glucosa a 
partir de maltosa. Esto se ve reflejado en la velocidad de catálisis de la reacción 9A en la 
figura 22 donde se nota que el crecimiento acumulativo de la maltosa a lo largo de la 
cinética se debe a que la suma de las reacciones 2A y 5A es mayor que el valor de la 
constante 9A. De esta forma, la sobredimensión que el modelo presenta en la cinética de 
maltosa es reflejada en el balance de masa en el sistema, permitiendo un aumento 
acumulativo de este producto por la simulación.  
Por otro lado, el modelo representa la ruta que sigue la producción de glucosa a partir de 
maltotriosa (4A →8A). Gran parte de la producción de glucosa, se debe a la catálisis de 
maltotriosa a glucosa, teniendo el mayor valor de la constante de especificidad del 
sistema, reflejando la afinidad por este sustrato para la rápida producción de glucosa. De 
igual manera, la acumulación de dextrinas se presenta al inicio de la reacción, al tener 
mayor valor de producción y menor degradación a glucosa (1A →6A). 
De la figura 22 observamos que las mayores pendientes al inicio de la reacción son las de 
formación de glucosa y dextrinas. Igualmente la pendiente de degradación de almidón es 
quizá aun más rápida que estas dos últimas. De aquí que, la fuentes principales de 
producción de glucosa, son dextrinas y almidón, conclusión realizada por el valor de sus 
constantes cinéticas y reflejadas en la figura 22. Inicialmente la mayor fuente de 
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producción de glucosa se presenta mediante la reacción con el almidón (3A) y maltotriosa 
(8A), reflejado en los mayores valores de las velocidades específicas (tabla 18). En este 
momento se presenta una competición por el sustrato (almidón gelatinizado) de ambas 
enzimas (endo y exoamilasa), cada una ocupada principalmente de la producción para la 
cual fue seleccionada. Al cabo de 130 minutos, ocurre un cambio de pendiente en la 
degradación de almidón gelatinizado y de formación de dextrinas. En este momento 
empieza la producción de glucosa principalmente de dextrinas (1A →6A).  
Una de las restricciones de simulación fue cerrar el balance de materia para las especies. 
Es importante recordar que los valores de las constantes kcat,1, kcat,2 y kcat,4 deben ser 
consideradas simplemente como resultados de un ajuste de parámetros y no 
interpretados como valores de velocidad de catálisis hacia el producto, aunque se 
justifiquen sus valores. Por otro lado, para toda simulación realizada con el comando 
fminsearch de Matlab, el usuario debe suponer valores iniciales para las constantes a 
calcular. Para el cálculo de la incertidumbre de estas constantes, se realizaron 50 
iteraciones con valores iniciales aleatorios. De aquí, se determinó la desviación estándar 
de las constantes de la función objetivo presentado en la tabla 18. Estos valores 
demuestran el buen ajuste de los parámetros obtenidos, independiente del valor inicial 
que tome la simulación. Los valores de la desviación estándar para las constantes kcat,2 y 
kcat,4 no superan el 2%, mientras que para la constante no supera kcat el 8%. Por otro lado, 
la función objetivo fue calculada siempre con una precisión que no superara el 1% de 
error.  
5.4.3 Prueba de Ajuste del Modelo 
Se realizó la prueba estadística de Chi cuadrado (2) siguiendo la metodología de Fowler, 
2008 [81] de la Ecuación 20. Esta prueba estadística se utiliza comúnmente para la 
interpretación de resultados de la estimación, análisis de las incertidumbres de los 
parámetros y verificación del ajuste del modelo. La tabla 19 resumen los valores utilizados 
para el cálculo de Chi cuadrado (2). 
Una vez evaluada la ecuación 20 se verifica si el valor de 2 es razonable, es decir, cerca 
de DF. "Cerca" significa generalmente dentro de varias desviaciones estándar [81], donde 
el valor de la desviación estándar es       . Chi cuadrado se calculó como la sumatoria 
para cada azúcar de estadístico de prueba. El valor de 2 = 66,84 revela el valor obtenido 
para el modelo.  
Siendo 33 puntos experimentales, y 13 relaciones (ecuaciones de balance), los grados de 
libertad del modelo son:  
DF = N – M = 20.  
Es claro que el valor de la desviación estándar de             es 1/10 de veces el 
valor de 2  saliendo de la definición de “cerca” o varias desviaciones estándar.  
Siendo así, este ajuste del modelo a los datos experimentales no pareciera adecuado. 
Como 2  es grande, se concluye que las desviaciones estándar en los datos originales 
pudieron haber sido sub-estimadas.  
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Las incertidumbres de ajuste reflejan sólo si el ajuste resultante es el mejor ajuste posible 
al modelo presentado, no si ese modelo en sí es una buena representación de los datos. 
De aquí, que el modelo representa la fenomenología del proceso adecuadamente, más el 
ajuste de los datos al modelo - puede no haber sido el más adecuado.  
Tabla 19. Concentración de azúcares experimentales y modeladas para el cálculo de Chi-cuadro 
 
 
Se pueden formular tanto diferentes funciones objetivo como formas de ajuste de datos 
experimentales dependiendo de la naturaleza de los errores experimentales. Sin 
embargo, las desviaciones estándar experimentales raramente se evalúan, lo que 
significa que esta prueba estadística puede proporcionar resultados falsos. A pesar de 
ello, estas herramientas estadísticas se utilizan a menudo para evaluar la el ajuste del 
modelo y discriminar el desempeño de los modelos planteados. Mediante un ajuste 
manual del modelo, se ajustaron el valor de las constantes kcat,2 y kcat,4. Se encontró, que el 
error absoluto más significativo entre los puntos experimentales y los modelados se 
presenta en los 2 últimos puntos de la cinética de glucosa (tiempo = 300min; Gluexp,t=240 - 
Glumod,t=240 = 3,823 y Gluexp,t=300 - Glumod,t=300 =6,059 ) y es reflejado en la figura 22 donde el 
modelo sobrestima el valor de glucosa. Estos valores son los que más aportan 
numéricamente a la función objetivo de la ecuación 25. El valor de la constante kcat,2 = 
280min-1 y kcat,4 = 400min
-1 minimizan la función objetivo hasta 37,21. Aunque se minimiza 
la función objetivo 2 veces, este valor no ayudaría a concluir que el ajuste del modelo a 
los datos experimentales es adecuado, pues el valor de 2 se incrementa hasta 285. Así, 
se optó por el valor de las constantes calculadas por el código y reportadas en la tabla 18, 
pues los valores de las constantes kcat,2 y kcat,4 calculadas manualmente no representan la 
fenomenología del proceso, sobrestimando la constante de velocidad especifica de 
producción de maltosa y maltotriosa a partir de almidón gelatinizado, siendo 
fenomenológicamente valores que no representan químicamente la cinética de producción 
de estos 2 azúcares, además el hecho de disminuir el valor de la función objetivo, no 
implica disminución del valor de 2 y por lo tanto mejora en el ajuste del modelo. 
Tiempo (min) 0 5 12 20 30 40 60 120 180 240 300 
   Concentración (mg/mL) 
 
Glucosa Exp.  0,315 0,453 1,429 3,017 4,292 6,041 8,633 15,144 20,448 23,231 25,606 Suma 
Desv. Estan 0,022 0,251 0,303 0,263 0,416 0,450 0,887 1,654 1,352 2,089 2,467   
Glucosa Modelo 0,315 0,942 1,815 2,807 4,038 5,259 7,671 14,646 21,167 27,054 31,665   
((y-yi)/DE)^2 0,000 3,796 1,620 0,639 0,375 3,025 1,177 0,091 0,283 3,350 6,032 20,388 
             
Maltosa Exp. 0,000 0,286 0,468 0,490 0,490 0,497 0,566 0,572 0,578 0,621 0,460   
Desv. Estan 0,000 0,093 0,192 0,202 0,186 0,192 0,216 0,124 0,164 0,156 0,253   
Maltosa Modelo 0,000 0,022 0,051 0,085 0,127 0,169 0,250 0,481 0,688 0,854 0,890   
((y-yi)/DE)^2 0,000 8,035 4,711 4,010 3,782 2,934 2,138 0,548 0,451 2,220 2,902 31,731 
             
Maltotriosa Exp. 0,000 0,000 0,000 0,299 0,424 0,448 0,468 0,507 0,455 0,435 0,439   
Desv. Estan 0,000 0,000 0,000 0,092 0,123 0,158 0,195 0,129 0,135 0,143 0,186   
Maltotriosa Modelo 0,000 0,047 0,111 0,180 0,261 0,337 0,470 0,729 0,776 0,623 0,308   
((y-yi)/DE)^2 0,000 0,000 0,000 1,654 1,754 0,499 0,000 2,936 5,654 1,738 0,497 14,731 
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6. CONCLUSIONES 
Con un contenido del mas del 60% (base seca) de almidón y con rendimientos del mas 
del 90% en hidrólisis enzimática de almidón gelatinizado, se reitera la viabilidad del 
proceso de producción de azúcares fermentables del fruto del banano como una 
alternativa para la producción de biocombustibles. 
El grupo de Bioprocesos y Flujos Reactivos (BIO-FR) fortaleció su conocimiento en el 
área de producción de biocombustibles,  extendiendo su capacidad de crear proyectos 
que involucren fuentes amiláceas para la producción de bioetanol.  
El uso de la gelatinización como pretratamiento térmico, aumentó la accesibilidad al 
material amiláceo, viéndose esto reflejado en las productividades encontradas por las 
condiciones óptimas. De esta forma, se lograron establecer las condiciones óptimas para 
la producción de jarabe glucosado a partir del material amiláceo de la planta de banano, 
mediante hidrólisis enzimática y el montaje de un diseño experimental satisfactorio. Para 
la optimización del proceso de hidrólisis, se usó la enzima Optidex L400 (exoamilasa) y 
Optimax L1000 (endoamilasa) de Genencor como amilasas. Las mejores condiciones 
para estas enzimas fueron temperatura de 58.9°C, pH 4.37, dosis de Optidex L400 
0.47L/gr almidón y dosis de Optimax L1000 0,40L/gr almidón.  
Del análisis factorial, la enzima con más significancia estadística como variable individual 
fue la Optidex L400, pues el rendimiento del proceso depende de la concentración 
(actividad y afinidad) de esta enzima.  
En el diseño central compuesto, la variable la Optidex L400 resulto como la menos 
significativa. Esto se debe a la reducción del rango de valores seleccionados para el 
diseño de superficie de respuesta, aunque siendo así, se determinó un valor que mejora 
el proceso, optimizando aun más la dosis de esta enzima. 
La hidrólisis de la enzima Optimax L1000 seleccionada para la formación de 
oligosacáridos, tienen una velocidad de hidrólisis alta para la producción de polisacáridos 
y baja para oligosacáridos de menor tamaño (maltosa y maltotriosa). Probablemente la 
velocidad de catálisis de esta enzima disminuye a medida que la hidrólisis se desplaza a 
los extremos de la cadena glucosada. La  enzima Optidex L400 purificada, encargada de 
la formación de Glucosa, logra una disminución en la concentración  de maltosa y 
maltotriosa únicamente al final de 5 horas de reacción. 
Para el modelado de la gelatinización del almidón de banano, se encontró que la cinética 
de 1er orden es representada por una constante cinética  de 2,55X106 s-1 que representa 
adecuadamente el 96% de los valores de gelatinización para 10min y 15min 
independientemente de la temperatura de gelatinización, siempre y cuando se encuentre 
entre 80 y 95°C. Para tiempos menores a 5min la relación temperatura-tiempo es aun baja 
para la gelatinización del gránulo de almidón, resultando en un modelo de primer orden 
que no se ajusta correctamente para estos puntos. Esto, debido principalmente a 
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problemas de transferencia de calor y posterior transferencia de masa entre el líquido y el 
grano solubilizado parcialmente. 
Se encontró que la pululanasa (Optimax L1000) es una enzima pura, la cual contiene un 
pico proteico y no se hizo necesaria la purificación; sus constates de velocidad para la 
producción de dextrinas y maltotriosa a partir de almidón de banano determinadas 
mediante optimización (kcat,1=1763.7min
-1 y kcat,4=120min
-1) indican que posee la mayor 
velocidad de producción de azúcares del sistema, por encima de la producción de glucosa 
por la enzima Optidex L400 (exo-glucanasa). 
En la enzima Optidex L400 se encontraron 2 proteínas en esta mezcla y fue necesaria su 
purificación. Sus pesos moleculares fueron de aprox. 100 y 66 kDa respectivamente 
estimados por SDS-PAGE. Se escogió la enzima con un peso molecular de 100kDa por 
su mayor afinidad sobre almidón de banano para producir glucosa. El efecto de la fracción 
de la enzima con menor tamaño molecular (que celda) que no se tuvo en cuenta 
claramente afecto la producción final de glucosa reduciéndose en un porcentaje de 
11,7%.  
El modelo fenomenológicamente representa adecuadamente la producción de azúcares, 
pues representa la velocidad de reacción de las enzimas individuales. Las reacciones de 
la enzima Optimax L1000 (endóglucanasa) son las que poseen una mayor velocidad de 
reacción, representándose en el modelado de producción de dextrinas, maltosa y 
maltotriosa.  
La cinética de producción de maltosa al final de la reacción fue sobrestimada en el modelo 
cuando inicialmente se presenta la mayor velocidad de producción de maltosa. Esto se 
debe a el valor de las constantes cinéticas que en el modelo sugieren que la maltosa se 
acumula (2A+5A > 9A) durante las primeras horas de reacción. 
El almidón es principalmente hidrolizado por la Optidex L400 y Optimax L1000 para la 
formación de glucosa y los oligosacáridos agrupados en dextrinas respectivamente al 
inicio de la reacción (t˂130min). 
La prueba estadística de ajuste del modelo Chi cuadrado, reveló que el modelo no ajusta 
adecuadamente los datos experimentales debido a una sub-estimación de las 
incertidumbres experimentales, más el modelo constituye en sí una buena representación 
fenomenológica del esquema de reacción planteado.  
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7. RECOMENDACIONES 
Los porcentajes de conversión que superan el 90% a las 5 horas de hidrólisis, 
independientes de la técnica de análisis, fortalecen la selección del proceso enzimático 
factible, límpio y económico al escalado para el proceso de obtención de etanol. La 
fracción disuelta que aun no ha reaccionado al cabo de una hora se podría recircular 
favoreciendo aun más la productividad del proceso. 
Estudiar las propiedades del sistema de gelatinización que afectan el fenómeno  de 
trasporte del sistema, aumentando el entendimiento de este proceso. 
Se sugiere aumentar los niveles de la dosis de enzima Optidex L400 para el análisis de 
superficie de respuesta. Probablemente se encuentren valores superiores en azúcares 
reductores por el aumento en la dosis de la enzima, tal como lo reveló el análisis factorial. 
Para la simulación del proceso de hidrólisis enzimática, se sugiere el cálculo de las 
constantes cinéticas variando la temperatura y calculando el valor de las constantes con 
la ecuación de Arrenius.  
Se propone buscar herramientas más robustas que permitan realizar una optimización 
mas precisa, dado que fminsearch tiene limitaciones al restringir el problema. 
Sería adecuado incluir términos en el modelo de inhibición por producto, tiempo y 
sustrato, realizando una mayor investigación en términos de mecanismos de reacción, 
especialmente para las reacciones 1A, 2A y 4A. 
Modelar el proceso de hidrólisis enzimática junto con el proceso de gelatinización en una 
sola etapa utilizando enzimas termofílicas. Esto ayudaría a aumentar la cantidad inicial de 
almidón, pues a medida que se va gelatinizando el almidón, las enzimas consumirían la 
amilopectina, fuente principal de la formación de geles que no permite concentraciones 
iniciales superiores a los 40mg/mL. 
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ANEXO 1 
Balances de Masa 
Para la ecuación 1A: 
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Para la ecuación 2A: 
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Para la ecuación 5A: 
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Para la ecuación 6A: 
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Para la ecuación 7A: 
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Para la ecuación 8A: 
           
         
           
       
                       
    
  
               
     
  
                 
     
  
                       
      
  
                                       
       
  
                                  
Para la ecuación 9A: 
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